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1. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES (CVD) 
 
1.1 Tipos de CVD 
Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de discapacidad y muerte prematura 
en el mundo1 (Figura 1). Los paros cardíacos y los accidentes cerebrovasculares son fenómenos 
agudos debido a obstrucciones que impiden el flujo de la sangre al corazón o al cerebro. Las 
causas más frecuentes son la formación de depósitos de grasa en las paredes de los vasos 
sanguíneos, las hemorragias de los vasos cerebrales y los coágulos de sangre2.  
Las ECV se pueden presentar clínicamente como: 
- Cardiopatía coronaria (CHD): Causada por enfermedades de los vasos sanguíneos que 
irrigan el músculo cardíaco. 
- Ictus y ataque isquémico transitorio (TIA): Causadas por una alteración del flujo 
sanguíneo que irriga al cerebro. Pueden ser resultado de un bloqueo (ictus isquémico) o 
por la ruptura de un vaso sanguíneo (ictus hemorrágico). 
- Aneurisma aórtico: Causado por la dilatación y ruptura de la aorta. 
- Arteriopatías periféricas: Causadas por enfermedades en las arterias que irrigan los 
miembros superiores e inferiores. 
- Cardiopatía reumática: Originada por lesiones del miocardio y de las válvulas cardíacas 
debidas a la fiebre reumática (causada por estreptococos). 
- Cardiopatías congénitas: Se presentan por malformaciones en estructuras del corazón 
presentes desde el nacimiento, causadas por factores genéticos o por exposiciones 
adversas durante la gestación.  
- Trombosis venosa profunda y embolias pulmonares: estas ocurren por la formación de 
coágulos de sangre en las venas de las piernas, que pueden desprenderse y alojarse en 
los vasos del corazón y en los pulmones. 
- Otras CVD: tumores del corazón, tumores vasculares del cerebro, enfermedad de la 
válvula cardíaca3. 
El 42.5% de las defunciones por CVD están relacionadas con la cardiopatía isquémica y un 
35.5% con las enfermedades cerebrovasculares (Figura 1). 
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Figura 1: Principales causas de muerte a nivel mundial. Las enfermedades cardiovasculares son la 
principal causa de muerte, dentro de las cuales predominan la cardiopatía isquémica y los eventos 
cerebrovasculares. Modificado de Cannon et al, 20134. 
 
1.2 Factores de riesgo de las CVD 
Se han identificado 8 factores de riesgo que ocasionan el 61% de las muertes causadas por CVD: 
el consumo de alcohol y de tabaco, la hipertensión, el sobrepeso, los niveles altos de colesterol 
y glucosa en sangre, los malos hábitos alimentarios y el sedentarismo5. La modificación de estos 
factores de riesgo reduce la morbilidad y la mortalidad en personas con CVD diagnosticadas6. 
Varios estudios han demostrado que ciertos factores psicosociales, como la depresión, la 
ansiedad, la falta de apoyo social y las condiciones de estrés en el trabajo, incrementan la 
incidencia de los factores de riesgo principales y el curso de la enfermedad coronaria7–10. 
Una prevención efectiva depende de la identificación de los individuos con riesgo a desarrollar 
alguna enfermedad cardíaca. Mediante el uso de los factores de riesgo convencionales se 
intenta predecir el riesgo global de los pacientes, el diagnóstico y el tratamiento terapéutico. 
Además, se está implementando el uso de biomarcadores moleculares que permitan predecir 
eventos cardiovasculares11. Así, actualmente se utilizan biomarcadores de inflamación, de 
disfunción endotelial, de activación neurohormonal y de isquemia. 
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2. ATEROSCLEROSIS 
Las complicaciones de la aterosclerosis se manifiestan en la edad adulta o en la vejez. Sin 
embargo, la aterosclerosis, que es el principal proceso patológico que da lugar a las CVD, 
comienza a una edad temprana y avanza gradualmente durante la adolescencia y la edad 
adulta12. Su progresión se encuentra modulada por la presencia de los factores de riesgo 
cardiovasculares.  
La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crónica caracterizada por la acumulación de 
lípidos y elementos fibrosos en las arterias13, que surge por un desequilibrio en el metabolismo 
lipídico y por una mala respuesta inmune generada por la acumulación de macrófagos cargados 
de colesterol y la multiplicación y migración de las células musculares lisas en la pared 
vascular14. Los engrosamientos de las arterias se denominan placas y ocasionan un deterioro 
progresivo del vaso y una reducción del flujo sanguíneo12. 
Con el objetivo de estudiar la patogénesis de la aterosclerosis se han diseñado varios modelos 
animales. Entre los más usados se encuentra el modelo de ratones deficientes para el receptor 
de lipoproteínas de baja densidad (LDLR). Estos ratones presentan altos niveles de colesterol en 
plasma y concentraciones de lipoproteínas de densidad intermedia (IDL) y de baja densidad 
(LDL) 7-9 veces más altas que en los ratones silvestres (Wt). Además, cuando los ratones Ldlr-/- 
son alimentados con una dieta rica en colesterol desarrollan hipercolesterolemia severa y 
aterosclerosis aórtica15. Este modelo junto al de ratones deficientes para la Apolipoproteína E 
(Apoe-/-) han sido de gran utilidad en la caracterización de los procesos y dianas clave en el 
desarrollo y progresión de la lesión aterosclerótica. En los siguientes apartados se explicará en 
términos generales el metabolismo de las lipoproteínas, la anatomía de la pared vascular y las 
principales etapas en el desarrollo de la aterosclerosis. 
 
2.1 Lipoproteínas 
2.1.1 Estructura y composición 
La alteración del metabolismo lipídico (dislipemia) es un factor que contribuye al desarrollo y 
progresión de la placa aterosclerótica. De hecho, las lipoproteínas plasmáticas son la fuente 
principal de los lípidos que se encuentran en la placa16. Las lipoproteínas están formadas por 
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fosfolípidos, colesterol libre (FC), apoproteínas y un núcleo interno hidrofóbico compuesto por 
triglicéricos (TG) y ésteres de colesterol (CE) (Figura 2).  
 
Figura 2: Estructura de las lipoproteínas. El colesterol libre (FC), las apoproteínas y los fosfolípidos se 
localizan en el exterior de la partícula. En el interior se encuentran los triglicéridos (TG) y los ésteres de 
colesterol (CE). 
 
Las lipoproteínas se clasifican principalmente en 5 tipos según su composición y función: 
quilomicrones (CM), lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), IDL, LDL y lipoproteínas de alta 
densidad (HDL) (Tabla 1). 
Lipoproteínas plasmáticas humanas 
 Quilomicrón VLDL IDL  LDL HDL 
Densidad (g/mL) 0.95 0.95-1.006 1.006-1.019 1.019-1.063 1.063-1.210 
Composición (% en peso seco) 
Proteína 2 7 15 20 40-55 
Triglicéridos 83 50 31 10 8 
Colesterol libre 2 7 7 8 4 
Ésteres de 
colesterol 
3 12 23 42 12-20 
Fosfolípidos 7 20 22 22 22 
Composición de 
apoproteínas 
A-I,A-II,B-48, 
C-I,C-II,C-III 
B-100,C-I, 
C-II,C-III,E 
B-100,C-I, 
C-II,C-III,E 
B-100 A-I,A-II,C-I, 
C-II,C-III,D,E 
Origen Intestino Hígado Metabolismo 
de VLDL 
Metabolismo 
de VLDL 
Intestino, 
hígado (CM y 
VLDL) 
Tabla1: Composición química de las principales clases de lipoproteínas humanas aisladas por gradiente 
de ultracentrifugación17. 
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2.1.2 Metabolismo de las lipoproteínas 
El colesterol proviene de la ingesta (300-500mg/día en una persona con dieta occidental) y de 
la producción hepática (800-1300mg/día). El colesterol absorbido  es procesado en un 50% por 
los enterocitos del intestino delgado (duodeno y yeyuno), mientras que el otro 50% es 
eliminado en las heces18,19. En el enterocito, el colesterol es esterificado por la enzima acil-
CoA:colesterol aciltransferasa (ACAT) e incorporado junto con los TG en los CM. Los CM son 
liberados a la linfa y entran a la circulación sistémica por medio del conducto torácico. Ya en la 
sangre, los CM adquieren algunas apolipoproteínas de las HDL y transfieren su contenido de TG 
al tejido adiposo y muscular, donde son hidrolizados a ácidos grasos libres (FFA) por la 
lipoproteína lipasa (LPL) y así, usados como fuente de energía (Figura 3). Después de perder los 
TG, los CM interactúan de nuevo con las HDL, que los convierten en CM residuales que son 
transportados al hígado y absorbidos por las células parenquimales hepáticas20.  
En el hígado, el colesterol de los CM residuales, junto con el colesterol de síntesis endógena es 
empaquetado en las VLDL y exportado a la sangre; de manera similar a los CM, las VLDL 
transportan TG a los diferentes tejidos. Además, las VLDL liberan FC, fosfolípidos y 
apolipoproteínas que son tomadas por las HDL. Cuando el contenido de las VLDL en la sangre 
cambia, estas partículas son transformadas en IDL y LDL, que son los principales 
transportadores de colesterol a través de la sangre20.  
En la pared vascular, la internalización de lípidos aumenta en presencia de altas 
concentraciones de LDL en sangre. Una vez internalizados, los lípidos son modificados por 
mecanismos oxidativos y no oxidativos21. Los macrófagos presentes en la pared arterial 
participan en la acumulación de colesterol como se explicará en la siguiente sección. 
En la célula, las LDL son degradadas en los lisosomas y el colesterol es utilizado para sus 
necesidades específicas. El colesterol residual es eliminado por medio del transporte reverso 
del colesterol. Este proceso lo realizan mayoritariamente las HDL. Las HDL nacientes en la 
sangre (formadas por ApoA-1) reciben colesterol y fosfolípidos de las células cargadas de 
colesterol de los tejidos extra-hepáticos mediante el receptor transportador con dominio de 
unión al ATP-A1 (ABCA1). El FC de las HDL es esterificado por la lecitina:colesterol 
acetiltransferasa (LCAT) y la HDL naciente se convierte en una HDL madura (Figura 3). Esta HDL 
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provee CE a diferentes lipoproteínas en un intercambio por TG y las HDL residuales son 
transportadas al hígado para su eliminación por la bilis y las heces. 
Otro mecanismo para eliminar el exceso de colesterol es la metabolización del colesterol en 
oxiesteroles solubles, los cuales salen por difusión de la célula hacia la circulación y son 
rápidamente transportados al hígado para su degradación22. 
 
Figura 3: Metabolismo de las lipoproteínas. El intestino absorbe los lípidos endógenos y los de la dieta y 
los almacena en quilomicrones (CM), los cuales son transportados por la sangre a los tejidos periféricos 
donde liberan su contenido de ácidos grasos. Los CM residuales son absorbidos por el hígado y 
secretados en sangre donde se transforman a VLDL o LDL mediante la adición de ApoB. Las LDL son de 
nuevo absorbidas por el hígado a través de LDLR. Por otro lado, las HDL son producidas por el intestino y 
el hígado. En los tejidos periféricos, las HDL nacientes estimulan la salida del colesterol de los tejidos, 
por medio de ABCA1 y las HDL maduras por medio de ABCG1. El colesterol libre (FC) en las HDL 
nacientes es esterificado a CE por medio de la enzima lecitina:colesterol acetiltransferasa (LCAT), 
creando HDL maduras. El colesterol de las HDL es devuelto al hígado mediante la unión al receptor de 
depuración-B1 e indirectamente por la transferencia de CE a las LDL y VLDL mediada por la proteína de 
transferencia de CE (CETP). El contenido lipídico de las HDL depende de las enzimas lipasa hepática, 
lipasa endotelial, CETP y de la proteína de transferencia de fosfolípidos (PLPT). Modificado de Rader and 
Daugherty, 2008 23. 
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2.2 La pared vascular 
La pared vascular está compuesta por tres capas: la íntima, la media y la adventicia (Figura 4). 
Cada una presenta unas características funcionales, bioquímicas e histológicas específicas, 
contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis vascular y a la regulación de la respuesta 
inflamatoria provocada por estrés o daño24.  
La íntima es la capa más interna de la arteria y está compuesta por el endotelio y el 
subendotelio. El endotelio está formado por una monocapa de células endoteliales (EC) que 
conforman la interface física entre la sangre y el tejido, y el subendotelio, es la lámina basal 
compuesta por proteoglicanos y colágeno, que limita con la lámina elástica interna. Las EC 
regulan el paso de nutrientes y componentes de la sangre y participan en varios procesos 
fisiológicos como son la homeostasis, la inflamación y la angiogénesis25. 
La capa media está compuesta por las células musculares lisas vasculares (VSMC) y proteínas de 
la matriz extracelular (ECM), como elastina, colágeno y proteoglicanos25. Esta capa está limitada 
exteriormente por la lámina elástica externa que permite el paso de sustancias en ambas 
direcciones. 
La adventicia es la capa exterior de la arteria y está formada principalmente por fibroblastos, 
fibrocitos y fibras de colágeno. El grosor de la adventicia depende de la función fisiológica y la 
ubicación del vaso sanguíneo. El colágeno contribuye a la estabilidad y firmeza de la pared 
arterial26. 
 
Figura 4: Representación de la estructura de la pared vascular. 
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2.3 Desarrollo de la lesión aterosclerótica 
2.3.1 Activación endotelial:  
Los cambios más tempranos que preceden la formación de la lesión aterosclerótica tienen lugar 
en el endotelio12. Esta capa está formada por células endoteliales, que en condiciones 
fisiológicas normales son resistentes a la adhesión y agregación de plaquetas, y a la adhesión de 
células inflamatorias27. Cuando el endotelio es activado por diversos factores, como la 
dislipemia, cambios en la velocidad del flujo sanguíneo, la hipertensión, la obesidad, la 
resistencia a la insulina o las dietas y hábitos poco saludables, se induce la secreción de 
citoquinas/quimioquinas y la expresión de receptores de adhesión (integrinas y selectinas) que 
aumentan la permeabilidad del endotelio y favorecen la adhesión y transmigración de 
leucocitos dentro de la pared arterial27,28 (Figura 5A). 
 
2.3.2 Adhesion e infiltración de monocitos:  
Los monocitos son las principales células inflamatorias que participan en la progresión de la 
lesión aterosclerótica. Tras la activación del endotelio, los monocitos circulantes comienzan a 
rodar lentamente por la superficie del endotelio activado mediante su unión a los receptores de 
adhesión (selectina P y selectina E). A continuación los monocitos se adhieren firmemente a la 
superficie del endotelio mediante la unión a moléculas de adhesión celular vascular e 
intercelular (VCAM1 e ICAM1). Las quimioquinas (proteínas pro-inflamatorias) generan un 
estímulo quimiotáctico que induce la migración de los monocitos hacia la capa íntima (Figura 
5A) donde se diferencian a macrófagos y comienzan a internalizar lípidos por medio de la 
expresión de receptores depuradores (SR, scavenger receptor) y receptores tipo Toll en la 
membrana celular 27,29. 
 
2.3.3 Formación de las células espumosas y la capa fibrosa: 
La continua internalización de lipoproteínas por parte de los macrófagos lleva a la formación de 
gotas de lípidos dentro de su citoplasma, generando una apariencia espumosa (Figura 5B). Estas 
células espumosas liberan factores de crecimiento, citoquinas, especies de oxígeno reactivas y 
otras enzimas que pueden destruir la ECM arterial, como las metaloproteinasas de matriz 
(MMPs) y el factor III de coagulación (F3)27,28. Este proceso está acompañado de la proliferación 
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y migración de las VSMC, de la activación de las células T, y de la adhesión y agregación de 
plaquetas12. Finalmente, las células espumosas sufren apoptosis y mueren, liberando todo su 
contenido lipídico y contribuyendo al desarrollo del centro necrótico30 (Figura 5C). La 
proliferación de células musculares lisas conduce a la formación del tejido fibroso aumentando 
el tamaño de la lesión y reestructurándola. La lesión estará cubierta por una capa fibrosa, 
formada por una mezcla de leucocitos, lípidos y restos celulares, que rodea el centro lipídico y 
el tejido necrótico12.  
 
Figura 5: Desarrollo de la placa aterosclerótica. La activación del endotelio está provocada por diversos 
factores que incluyen la hipertensión, la dislipemia, el estrés de fricción y las infecciones. El endotelio 
activado permite la entrada de lípidos y aumenta la expresión de moléculas de adhesión que facilitan la 
migración de leucocitos en el espacio subendotelial (A). En la capa íntima, los monocitos se diferencian a 
macrófagos que fagocitan lípidos ocasionando la acumulación de colesterol y la formación de células 
espumosas (B). Los continuos ciclos de inflamación, acumulación y muerte de macrófagos, junto con la 
proliferación y migración de las VSMC, llevan a la formación de la capa fibrosa y a la progresión de la 
placa aterosclerótica (C). El incremento en la liberación de MMPs y otras enzimas proteolíticas por parte 
de los macrófagos degradan la matriz y pueden llevar a una hemorragia desde el interior de la placa o 
desde el lumen de la arteria produciendo la formación de un trombo y la oclusión de la arteria (D). 
Modificado de Ross, 199912.  
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2.3.4 Lesión avanzada y trombosis: 
En el estadio avanzado de la aterosclerosis, las células endoteliales se deterioran y desprenden 
creando un ambiente propicio para el desarrollo de trombosis (Figura 5D). La túnica media 
reduce su grosor debido a la continua entrada de macrófagos que liberan MMPs y otras 
enzimas proteolíticas. Estas enzimas degradan la ECM y pueden iniciar una hemorragia desde el 
interior de la placa o desde el lumen de la arteria resultando en la formación de un trombo y en 
la oclusión de la arteria12,30. 
 
3. INFLAMACIÓN Y DIFERENCIACIÓN CELULAR EN LA ATEROSCLEROSIS 
El avance de la aterosclerosis incluye diferentes respuestas celulares y moleculares específicas, 
que en conjunto son características de una enfermedad inflamatoria12. La participación de los 
monocitos y los macrófagos en el desarrollo de la lesión y su compleja interacción con las EC y 
las VSMC han sido claves para la descripción de la aterosclerosis como un proceso 
inflamatorio30.  
En el modelo murino los niveles elevados de colesterol en sangre inducen un aumento en los 
niveles de células madre hematopoyéticas y su diferenciación a monocitos y neutrófilos, que 
participan en la progresión de la lesión aterosclerótica31. Además, las células espumosas 
presentes en la lesión secretan mediadores de la inflamación que estimulan la 
desdiferenciación, proliferación y migración de las VSMC contribuyendo al desarrollo y a la 
ruptura de la placa32,33.  
La infiltración de células inflamatorias en la pared vascular y su diferenciación a macrófagos 
juegan un papel muy importante durante todos las etapas de la progresión de la lesión27. Los 
monocitos son clasificados en dos grupos en base a la expresión de CD14 -un antígeno de 
superficie que participa en el reconocimiento de moléculas externas como lipopolisacáridos 
(LPS)- y de CD16 –un miembro de la familia de receptores Fc (fragmento cristalizable)- en su 
superficie celular34. Los monocitos clásicos, CD14++CD16- representan el 85-95% del total de 
monocitos; y los no-clásicos CD14+CD16+ comprenden cerca del 5-15%35,36. En ratón, los 
monocitos son diferenciados en base a la expresión de Ly-6C, un epítopo del antígeno de 
diferenciación mieloide Gr1, y son llamados Ly-6Chi y Ly-6Clo or Gr1hi y Gr1lo, 
respectivamente37,38. Se ha propuesto que los monocitos de ratón Ly-6Chi y Ly-6Clo son análogos 
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de los monocitos clásicos CD14++CD16- y no-clásicos CD14+CD16+ humanos, respectivamente39. 
Durante la progresión de la lesión aterosclerótica los monocitos clásicos son más abundantes y 
promueven la formación de macrófagos en la placa aterosclerótica mientras que los no-
clásicos, también llamados monocitos controladores (“patrolling”), son menos abundantes, 
disminuyen la inflamación y promueven la angiogénesis38.  
A pesar de que la aterosclerosis ha sido ampliamente descrita por su fuerte componente 
inflamatorio, las terapias actuales están enfocadas a reducir la hiperlipemia y a prevenir la 
trombosis40. Aunque se puede observar ciertos efectos pleiotrópicos anti-inflamatorios en 
algunas terapias, como la del ácido acetilsalicílico y las estatinas, en general las terapias 
actuales para el tratamiento de la aterosclerosis no tienen como diana principal la 
inflamación40. El continuo análisis del potencial de diferenciación de los monocitos y su función 
en la inflamación durante la aterosclerosis puede dar lugar a futuras dianas terapéuticas para 
combatir la aterosclerosis y sus complicaciones. 
 
4. FAMILIA DE RECEPTORES DE LAS LDL 
Los miembros de la familia de receptores de las LDL son glicoproteínas transmembrana 
reconocidos como receptores endocíticos de superficie, los cuales se unen e internalizan 
ligandos extracelulares para su degradación por lisosomas41. Estos receptores participan en 
diversos procesos que incluyen: el transporte de lipoproteínas, la eliminación de complejos 
inhibidores de proteasas del plasma, el transporte y la eliminación de las LDL plasmáticas, y la 
transducción de señales biológicas durante el desarrollo y la diferenciación41. 
La familia de LDLR está compuesta por: LDLR, VLDLR, LRP1, LRP2, LRP3, LRP4, LRP5, LRP6, LRP8, 
LRP10 y LR11. En relación a la estructura, estos receptores tienen varios dominios en común, 
tales como los dominios de unión al ligando, los dominios homólogos al factor de crecimiento 
epidérmico (EGF) y los dominios transmembrana y citoplasmático (Figura 6). Los dominios de 
unión al ligando son repeticiones tipo A de 40 aminoácidos, con seis residuos de cisteína 
formando tres enlaces disulfuro ubicados en el extremo NH2; las repeticiones homólogas al 
EGF, junto con un dominio de hélice enrollada β, están involucrados en la disociación 
dependiente de pH del complejo receptor-ligando42,43. Los dominios transmembrana participan 
en el anclaje de estos receptores a la membrana, mientras los dominios citoplasmáticos, que 
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contienen motivos NPxY o PPPSP, participan en la endocitosis mediada por receptor y en las 
vías de transducción de señales intracelulares41,43. 
 
Figura 6: Comparación de los dominios estructurales en la familia de LDLR. Los receptores que participan 
en distintas enfermedades cardiovasculares están subrayados en rojo. 
 
4.1 LDLR y VLDLR 
 
LDLR fue el primer miembro de la familia descrito por su papel en la eliminación de las LDL y CE 
de la sangre44. Las mutaciones en el receptor de las LDL son la causa más común de 
hipercolesterolemia familiar (FH)45, una enfermedad metabólica hereditaria, que presenta 
diferentes manifestaciones clínicas como aterosclerosis prematura y CHD46. Los pacientes con 
ambos alelos de LDLR mutados (FH homocigota, HoFH) están más afectados que los pacientes 
con sólo un alelo mutado (FH heterocigota, HeFH)47.  
VLDLR está expresado en el endotelio capilar del músculo esquelético, corazón, tejido adiposo e 
hígado48, y se une a las VLDL y a los quilomicrones residuales49. La unión de estas partículas de 
lipoproteínas a VLDLR es estimulada por APOE y LPL e inhibida por la proteína de 39-kDa 
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asociada al receptor 50. En el tejido vascular humano sano, VLDLR está expresado en las EC y 
VSMC. Estudios en ratones deficientes para VLDLR han mostrado un papel importante de este 
receptor en la migración de las VSMC y en la formación de células espumosas51. De hecho, la 
reconstitución de la expresión de VLDLR en los macrófagos de ratones Vldlr-/- aumenta 
significativamente el tamaño de la lesión, sugiriendo un papel facilitador para VLDLR de 
macrófagos en el desarrollo de la lesión aterosclerótica51. 
 
4.2 LRPs 
La subfamilia de LRPs participa en el metabolismo de los lípidos, la neurotransmisión, el 
desarrollo embrionario, la formación ósea y las enfermedades cardiovasculares. La importancia 
de estos receptores radica en su habilidad para unirse a diferentes ligandos (e.g. glicoproteínas 
y lípidos) y de esta forma modular diversos procesos iniciados en respuesta a estímulos de daño 
o estrés41,52,53. Los receptores de esta subfamilia con un papel en la aterosclerosis u otras CVD 
son LRP1, LRP2, LRP5, LRP6, LRP8 and LR11 (Figura 6).  
La sobreexpresión de LRP1 causa alteraciones en la función de las células cardiovasculares 
debido a una acumulación de lípidos intracelulares54,55, al cambio a un fenotipo pro-
trombótico56,57 y a alteraciones en el transporte de calcio58. Por otro lado, la deficiencia de LRP1 
provoca un aumento de la apoptosis de macrófagos59 y de la captación de monocitos en las 
lesiones ateroscleróticas59,60. LRP2 regula el metabolismo de las HDL por medio de la 
internalización de sus componentes estructurales61–63. Estudios poblacionales muestran que 
una mutación de LRP5 (A1330V) ocasiona una reducción en la interacción de la proteína con sus 
ligandos64,65 y está asociada con hipercolesterolemia66,67. Además, variaciones genéticas de 
LRP6 resultan en CVD y CAD tempranas68 y mutaciones de LRP8 incrementan el riesgo de CAD y 
MI prematuros69,70. Por último, varios estudios poblacionales han identificado al receptor LR11 
como un biomarcador potencial para la predicción de la aterosclerosis cerebral y/o coronaria71–
73. 
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5. LDL RECEPTOR-RELATED PROTEIN 5 (LRP5) 
 
5.1 Estructura y función de LRP5 
El gen de LRP5 codifica para una proteína de 1615 aa que contiene dominios conservados 
característicos de la familia de receptores de LDL (Figura 7). En su extremo N-terminal LRP5 
contiene un dominio que consta de cinco repeticiones de aprox. 50 aa con la secuencia 
característica de Tyr-Trp-Thr-Asp (motivo YWTD) seguido por un dominio de repetición de EGF. 
Una unidad, definida por el dominio de motivos YWTD y una repetición de EGF, se encuentra 
repetida cuatro veces en el LRP574. La última repetición de EGF esta adyacente a tres 
repeticiones de unión a ligandos (LDLR), las cuales tienen residuos de Cys conservados y el 
motivo Ser-Asp-Glu (SDE). El dominio transmembrana de LRP5 consta de 23 aa. En la familia de 
los LDLR las repeticiones LDLR normalmente se encuentran antes de las repeticiones de EGF, 
pero en LRP5 y LRP6 este patrón es inverso. Curiosamente, la organización de toda la porción 
extracelular de LRP5 corresponde exactamente a las repeticiones de EGF 7-10 separadas por los 
dominios de motivos YWTD y a las repeticiones de LDLR 11-13 en la región extracelular de 
LRP174,75. 
El dominio citoplasmático de LRP5 está formado por 207 aa y está compuesto por un 16% y un 
15% de residuos de Pro y Ser, respectivamente. Es interesante que el dominio citoplasmático 
de LRP5 y LRP6 no muestra ninguna similitud con los dominios citoplasmáticos de la familia de 
LDLR y tampoco es similar al de ninguna otra proteína conocida74. Este dominio contiene varios 
residuos aromáticos que pueden estar relacionados con la endocitosis74 y un motivo dileucina, 
que podría funcionar como mediador de la internalización de un número de receptores de 
citoquinas y del receptor de la vitelogenina76,77. 
 
Figura 7: Representación gráfica de los dominios estructurales de LRP5. 
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LRP5 participa en diferentes patologías, como la osteoporosis, la osteoartritis, la 
neovascularización retiniana, la resistencia a la insulina y la aterosclerosis78–85. LRP5 funciona 
como un co-receptor con la proteína frizzled para las glicoproteínas extracelulares Wnt, que 
inducen la vía canónica de Wnt52,86 (descrita en el siguiente apartado).  
LRP5 se encuentra en una región cromosómica que contiene dos marcadores asociados a la 
diabetes tipo 174,87,88. Así, alteraciones en la expresión de LRP5 pueden ser responsables de la 
susceptibilidad a desarrollar diabetes78. Además, LRP5 está altamente expresado en varios tipos 
celulares involucrados en el inicio y progresión de la diabetes, las células beta de los islotes de 
Langerhans, los monocitos y las células metabolizadoras de retinoides78.  
LRP5 es un regulador clave en la proliferación osteoblástica y en la formación ósea79,80. 
Mutaciones en este receptor causan el síndrome de osteoporosis-pseudoglioma (OPPG), un 
transtorno autosómico recesivo muy poco frecuente caracterizado por anormalidades oculares 
que causan ceguera congénita o que aparece durante la infancia y provoca osteoporosis juvenil 
severa con fracturas espontáneas79,89. Estas mutaciones de LRP5 ocasionan una pérdida de 
función del receptor y consecuentemente una reducción de la masa ósea. Por otro lado, un 
aumento de la función del receptor causado por el cambio del aminoácido de glicina por una 
valina (G171V) ocasiona el síndrome de alta densidad ósea (HBM)81,90.  
LRP5 tiene un papel esencial en la destrucción del cartílago en la osteoartritis85. De hecho, la 
expresión de LRP5 está aumentada en el cartílago articular de pacientes con osteoartritis91 y 
este aumento se correlaciona con la sobreexpresión de factores catabólicos (MMP3 y MMP13), 
con la inhibición de la síntesis del factor anabólico colágeno tipo II y con la estimulación de la 
apoptosis en los condrocitos, que contribuyen al desarrollo de la enfermedad85. Estos efectos 
se producen por medio de la señalización de Wnt/β-CATENINA85. 
Recientemente se ha descrito que LRP5 también participa en la neovascularización de la 
retina84. Así, ratones deficientes para LRP5 presentan una vasculatura intraretinal 
subdesarrollada asociada a la acumulación y reducción de la migración de las EC84, mientras 
que los ratones deficientes para VLDLR presentan neovascularización en la retina92. Los ratones 
deficientes para LRP5 y VLDLR no presentan neovascularización en la retina demostrando que 
LRP5 es necesario para este proceso. Estos resultados sugieren que LRP5 puede ser una diana 
efectiva para prevenir y tratar enfermedades de la retina causadas por la neovascularización84. 
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5.2 Vía de señalización por Wnt 
Las proteínas Wnt son una familia de glicoproteínas modificadas por lípidos conservadas a 
través de la evolución93,94. Las Wnt son de gran importancia en la regulación de procesos de 
desarrollo como el modelado de tejidos, la proliferación y la migración celular95,96. En adultos, 
la vía de señalización por Wnt es clave para la homeostasis de los tejidos ya que regula el 
mantenimiento de las células madre97. Su desregulación está asociada con varias patologías 
humanas pero donde extiste más documentación es en cáncer98. 
Existen dos vías de señalización por Wnt, la vía canónica (dependiente de β-CATENINA) y la no 
canónica, activadas por diferentes ligandos Wnt y receptores99. La vía de señalización no 
canónica se divide a su vez en dos tipos: la vía Wnt/Ca2+, que estimula la liberación de Ca2+ 
intracelular y la activación de quinasas dependientes de Ca2+ y esta mediada por proteínas de 
señalización G; y la vía de polaridad planar celular (Wnt/PCP), que participa en la organización 
del citoesqueleto, en la motilidad celular, en la gastrulación y en la orientación de células 
sensoriales, por medio de la activación de pequeñas GTPasas, incluyendo RhoA, Rac, Cdc42 y 
JNKs (quinasas c-Jun N-terminal)100. 
La vía de señalización Wnt/β-CATENINA controla múltiples procesos celulares como la 
diferenciación celular, la inflamación, la carcinogénesis, la fibrosis y la angiogénesis86,101. En 
ausencia de Wnt, β-CATENINA es fosforilada por un complejo compuesto por AXINA, APC 
(poliposis adenomatosa coli) y GSK3β (glucógeno sintasa quinasa 3 beta), y degradada por 
ubiquitinas manteniendo así unos niveles bajos de β-catenina citoplasmática100,102. La unión de 
Wnt a sus receptores Frizzled y LRP5/6 estimula la fosforilación del dominio citoplasmático de 
LRP5/6 mediada por CK1 (caseína quinasa 1) o GSK3β103. LRP5/6 fosforilado actúa como un sitio 
de anclaje para AXINA, lo cual permite la disociación de β-CATENINA del complejo de 
degradación dependiente de Dishevelled (Dvl). Estos eventos resultan en la acumulación de β-
CATENINA en el citoplasma y su posterior translocación al núcleo, donde se une a los factores 
de transcripción TCF (factor de células T) y LEF-1 (factor potenciador linfoide 1) y activa los 
genes diana de la vía de señalización por Wnt104 (Figura 8). Entre los genes diana de esta vía se 
encuentran ciclo-oxigenasa 2, c-jun, conexina 43, ciclina D1, osteopontina (OPN) y la proteína 
morfogénica ósea-2 (BMP2)105–110. 
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Figura 8: La vía canónica de señalización por Wnt se activa por la unión de glicoproteínas Wnt a sus 
receptores LRP5/6 y Frizzled evitando la fosforilación y degradación de β-CATENINA por parte del 
complejo de GSK3β. β-CATENINA se acumula en el citoplasma y se transloca al núcleo donde 
interacciona con los factores de transcripción LEF1/TCF para activar la transcripción de los genes diana. 
 
5.2.1 Participación de la vía canónica de señalización por Wnt en la aterosclerosis: inflamación y 
diferenciación celular.  
La vía canónica de señalización por Wnt ha sido caracterizada como un regulador de la 
proliferación, supervivencia y diferenciación celular111–113. Participa en la diferenciación de 
células madre mesenquimales, en la osteoblasteogénesis e inhibe la adipogénesis en 
humanos79,114. La vía canónica es una de las primeras vías moleculares de repuesta al daño 
celular115; sin embargo su papel en la inflamación no está definido todavía. De hecho existe 
cierta controversia sobre si la activación de la vía canónica induce un aumento o una 
disminución de la inflamación local. Así, se ha descrito que IL-1β y LPS causan una acumulación 
citoplasmática de β-CATENINA en las EC vasculares humanas116 y que se observa una activación 
de los genes de la vía canónica Wnt en las EC de un modelo murino de trasplante de riñon117, 
sugiriendo la implicación de la vía en la respuesta inflamatoria. 
Se ha demostrado recientemente que la vía canónica participa en la resolución de la 
inflamación por medio de la regulación de genes anti-inflamatorios. Así, inhibidores de la vía 
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canónica de señalización por Wnt, como el GSK3β, aumentan la expresión de genes pro-
inflamatorios en células endoteliales (EC) y en monocitos activados118,119, y por el contario, la 
inhibición de GSK3β en macrófagos murinos disminuye la secreción de TNFa, IL6 e IL2120. La vía 
canónica de señalización por Wnt también parece regular la diferenciación de las células T121 ya 
que TCF1 y β-CATENINA son necesarios para la diferenciación de las células T hacia células T 
efectoras Th2122. 
Los niveles de expresión de β-CATENINA activa en las placas ateroscleróticas vulnerables son 
mayores que en las placas estables, sugiriendo que la activación de la vía canónica contribuye a 
la inestabilidad de la placa123. Sin embargo, niveles bajos de expresión de LRP6 en las lesiones 
ateroscleróticas de carótida humana podrían indicar que una reducción de la señalización 
canónica de Wnt estaría contribuyendo a la aterosclerosis124. Además existen datos indicativos 
de que el efecto protector de la vía canónica podría involucrar la resolución de la 
inflamación118–120. 
Se ha descrito también que la vía canónica de señalización por Wnt promueve la calcificación 
vascular por medio del aumento de la expresión de BMP2125. Dicha señalización estaría 
estimulada por factores de riesgo aterosclerótico como la hipertensión y la diabetes126. BMP2 
junto con las especies reactivas de oxígeno genera señales paracrinas que promueven la 
expresión vascular de los ligandos Wnt3a y Wnt7a, activando la vía canónica de señalización 
por Wnt y la calcificación vascular126,127. 
 
5.3 Participación de LRP5 en la homeostasis de lípidos 
Los estudios de la función de LRP5 en el metabolismo lipídico comenzaron con el 
descubrimiento de la unión LRP5-APOE. APOE es un componente importante de varias 
lipoproteínas plasmáticas, como los CM residuales, las IDL y las VLDL128. La unión de LRP5 a 
APOE parece indicar que LRP5 participa en la eliminación de aquellas lipoproteínas que 
contienen APOE. Además, conejos Watanabe con hiperlipidemia hereditaria (WHHL), presentan 
mayor expresión hepática de LRP5 que conejos normales, sugiriendo que la expresión de LRP5 
podría ser regulada por los niveles de colesterol in vivo128.  
Estudios con ratones deficientes para LRP5 (Lrp5-/-) mostraron que este receptor es necesario 
para la homeostasis de la glucosa y el colesterol82. Así, ratones Lrp5-/- alimentados con una 
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dieta hipercolesterolémica (HC) presentan niveles de colesterol elevados en comparación con 
ratones Wt alimentados con la misma dieta, debido a una menor eliminación hepática de CM 
residuales. Además, los ratones Lrp5-/- alimentados con una dieta normocolesterolémica (NC) 
presentaron una menor tolerancia a la glucosa resultando en una secreción reducida de 
insulina82. El cultivo de islotes de Langerhans de ratones Wt con medio condicionado 
conteniendo Wnt3a, un activador específico de la vía, estimula la secreción de insulina inducida 
por glucosa mientras que este efecto no se observa en los islotes de Langerhans de ratones 
Lrp5-/-82. 
La participación de LRP5 en la progresión de la lesión aterosclerótica se ha sugerido en un 
modelo de ratones transgénicos deficientes para Apoe y Lrp583. Los ratones Apoe-/- alimentados 
con una dieta normal presentan hipercolesterolemia y desarrollan aterosclerosis espontánea129. 
Tras la eliminación de Lrp5 (Apoe-/-:Lrp5-/-) los ratones presentan niveles de colesterol aún más 
altos que los ratones Apoe-/-. El efecto deletéreo de la ausencia de LRP5 también se evidencia 
en el tamaño de las lesiones ateroscleróticas, las cuales son tres veces más grandes que las 
observadas en los ratones Apoe-/-83. Sin embargo, los niveles de colesterol extremadamente 
altos de los ratones Apoe-/-:Lrp5-/- (~750mg/dL) podrían estar enmascarando los efectos de la 
ausencia de LRP5. Finalmente, estudios poblaciones en China y Japón han mostrado que un 
polimorfismo en el dominio extracelular de LRP5 (A1330V), que causa la pérdida de su función, 
está asociado con altos niveles de colesterol en plasma66,67.  
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6. FITOESTEROLES ESTERIFICADOS (PSE) 
 
6.1 Estructura y mecanismos de acción 
Los esteroles vegetales son alcaloides esteroideos de origen vegetal estructuralmente similares 
y análogos funcionalmente al colesterol, con capacidad de reducir los niveles de colesterol en 
sangre130–134. Las principales fuentes de fitoesteroles y fitoestanoles son los aceites vegetales, 
las margarinas, el pan, los cereales, las frutas y los vegetales135. Los fitoesteroles más 
abundantes son el sitosterol, el campesterol y el estigmasterol, y en una menor proporción se 
encuentran el brassicasterol, el 5 y 7-avenasterol y el ergosterol131. Al igual que el colesterol, los 
esteroles vegetales se presentan principalmente en forma libre y esterificada. Los fitoesteroles 
y los fitoestanoles se diferencian del colesterol por tener una cadena lateral unida al anillo de 
esterol (Figura 9). Los fitoestanoles son esteroles vegetales saturados sin doble enlace en el 
anillo esterol, debido a esta saturación, tienen una menor absorción que los fitoesteroles136. 
Cuando son empleados como ingrediente alimentario los esteroles vegetales y los estanoles 
son esterificados con un éster de ácido graso para incrementar la solubilidad en la matriz 
alimentaria, dando lugar a los fitoesteroles esterificados (PSE) y a los fitoestanoles 
esterificados137,138.  
El principal mecanismo que utilizan los PSE para reducir los niveles de colesterol es mediante la 
inhibición competitiva de la absorción del colesterol en los enterocitos del intestino139–141. Los 
fitoesteroles tienen una alta afinidad físicoquímica por las micelas resultando en una absorción 
menor de colesterol142. En el enterocito, una gran parte del colesterol y otros esteroles son 
esterificados por la enzima acil-CoA:colesterol aciltransferasa-2 (ACAT2) y liberados en la linfa 
dentro de los CM. Y otra parte es excretada de nuevo hacia el lumen del intestino por 
heterodímeros de los transportadores con dominio de unión al ATP, ABCG5 y ABCG8, que se 
encuentran en la parte apical del enterocito143,144. Otro mecanismo por el cual los PSE 
disminuyen la concentración del colesterol plasmático ocurre a través de la ruta de excresión 
transintestinal del colesterol (TICE), la cual presenta un sistema activo en la parte proximal del 
intestino delgado  e implica el transporte del colesterol presente en la parte basolateral y apical 
del enterocito hacia el lumen intestinal142,145. Se ha descrito la participación del heterodimero 
ABCG5/ABCG8 en la ruta de TICE, provocando un aumento de la movilización del colesterol 
hacia el lumen del intestino para ser excretado por las heces146,147. 
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Figura 9: Estructura química del colesterol, fitoesterol (sitoesterol), fitoestanol (sitoestanol) y fitoesterol 
éster. Los fitoesteroles y fitoestanoles se diferencian del colesterol por tener una cadena lateral unida al 
anillo esterol. Los fitoestanoles son esteroles vegetales saturados sin doble enlace en el anillo esterol. 
Debido a esta saturación, tienen una menor absorción que los fitoesteroles. Cuando los fitoesteroles son 
utilizados como suplemento para reducir los niveles de colesterol se esterifican con ácidos grasos de 
cadena larga para aumentar su solubilidad y absorción, dando lugar a los fitoesteroles esterificados 
(PSE)130,136.  
 
6.2 Propiedades de los PSE en el desarrollo de la aterosclerosis 
Durante los últimos años se han realizado muchos esfuerzos para elucidar el papel de los PSE 
más allá de su capacidad de reducir los niveles de colesterol en sangre. Estudios iniciales del rol 
de los PSE en la progresión de la lesión aterosclerótica se han realizado en ratones Apoe-/- 
alimentados con una dieta HC suplementada o no con fitoesteroles derivados de aceite de pino. 
Se observa que el consumo diario de los fitoesteroles reduce la formación de lesiones 
ateroscleróticas y los niveles de colesterol en plasma148. De forma similar, hámsteres 
alimentados con una dieta pro-aterogénica suplementada con PSE, presentan un área de 
células espumosas en la aorta menor que los que sólo recibieron la dieta pro-aterogénica, 
confirmando así el efecto benéfico de los PSE en el desarrollo de la aterosclerosis149.  
Además, los ratones Ldlr-/- alimentados con una dieta aterogénica durante 33 semanas seguida 
de la administración de atorvastatina, PSE o fitoestanoles durante 12 semanas muestran que 
los animales alimentados con dieta suplementada con PSE o fitoestanoles y aquellos 
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alimentados con PSE o fitoestanoles y atorvastatina tienen una inhibición de la progresión de la 
lesión e incluso inducen una regresión de esta150. Debido a sus efectos sobre el colesterol, los 
PSE tienen propiedades anti-inflamatorias132. En modelos murinos se ha observado que el 
consumo de PSE produce un descenso en los niveles de citoquinas pro-inflamatorias, como IL-6 
y TNFα (factor de necrosis tumoral alfa) y un incremento de citoquinas anti-inflamatorias, como 
IL-2, IL-10 e IFNG (interferón gamma) asociado a su reducción en los niveles de colesterol 
plasmático151,152. 
En algunas situaciones los PSE no mostraron ningún efecto, como en ratones Ldlr-/- con niveles 
de fitoesteroles 20 veces más altos que lo normal debido a la inactivación de los genes 
ABCG5/8, los cuales alimentados durante 7 meses con dieta pro-aterogénica, no mostraron 
diferencias en el tamaño de la lesión en comparación con los controles (ratones alimentados 
con la misma dieta pero sin la mutación)153. Mientras que en algún caso se han descrito efectos 
nocivos. Así, ratas espontáneamente hipertensas susceptibles a presentar infartos (SHRSP) 
demuestran un efecto negativo de los PSE 154. Se ha descrito que los niveles elevados de 
fitoesteroles en plasma incrementan la rigidez del eritrocito y acortan la vida media en las 
ratas154. De hecho, la sitosterolemia es una enfermedad genética caracterizada por presentar 
altos niveles de fitoesteroles y colesterol en plasma que cursan con la aparición de CHD 
prematura143,155. Estudios epidemiológicos en pacientes sin sitoesterolemia sugieren que un 
leve aumento de los niveles de fitoesteroles en plasma puede ser un factor de riesgo adicional 
para desarrollar CHD156,157. Además, ratones alimentados con dieta normal suplementada con 
PSE (2%) presentan disfunción endotelial y un incremento del daño cerebral durante la 
isquemia158. 
Finalmente, la Sociedad de Aterosclerosis Europea (EAS) ha determinado que el consumo de 
PSE puede ser considerado beneficiosos en individuos con niveles altos de colesterol plasmático 
y con un riesgo cardiovascular medio o bajo que no requieren farmacoterapia; en pacientes con 
riesgo alto o muy alto, que son intolerantes al tratamiento con estatinas o similares como una 
terapia farmacológica auxiliar; y en adultos y niños (mayores de 6 años) con FH135. Sin embargo 
se incentiva a continuar con estudios para establecer con seguridad el efecto beneficioso del 
consumo de los PSE. 
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7. RESUMEN DE LA INTRODUCCIÓN 
Las CVD son la primera causa de discapacidad y muerte prematura en el mundo1. La 
aterosclerosis es el principal proceso patológico que da lugar a las CVD159. Esta patología cursa 
con altos niveles de colesterol en sangre y está caracterizada por la acumulación de lípidos en la 
pared vascular13. Las lipoproteínas son la fuente principal de los lípidos que se encuentran en la 
lesión aterosclerótica y están formadas por fosfolípidos, FC, apoproteínas, TG y CE17. Las 
lipoproteínas son absorbidas por el hígado y los tejidos periféricos a través de los receptores de 
LDL23. LDLR ha sido ampliamente caracterizado por su participación en el metabolismo de las 
lipoproteínas y mutaciones en este receptor alteran la homeostasis del colesterol provocando 
enfermedades como la FH45. Recientemente se ha descrito la participación de los LRPs, una 
subfamilia de los receptores de LDL, en diferentes patologías cardiovasculares. En particular, 
LRP5, descrito inicialmente por su papel en la osteoporosis y en la neovascularización de la 
retina, también participa en la homeostasis del colesterol y de la insulina82,83. De hecho, un 
modelo murino deficiente para ApoE y LRP5 presentó mayores niveles de colesterol en sangre y 
mayor tamaño de las lesiones ateroscleróticas que los ratones deficientes sólo para ApoE83. Sin 
embargo, el estudio aislado del efecto de LRP5 en la progresión de la aterosclerosis y de los 
mecanismos implicados en su función no se ha realizado aún. LRP5 es un correceptor de la vía 
canónica de señalización por Wnt86, que controla múltiples procesos celulares como la 
diferenciación celular, la inflamación, la carcinogénesis, la fibrosis y la angiogénesis86,101, por lo 
cual su modulación podría regular los procesos celulares que ocurren durante la progresión de 
la lesión aterosclerótica tanto a nivel sistémico como vascular.  
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La aterosclerosis, caracterizada por la acumulación de lípidos y elementos fibrosos en las 
arterias, es el principal proceso patológico que da lugar a las CVD159. En el desarrollo de esta 
patología participan la diferenciación, la proliferación y la migración celular, dando lugar a 
diferentes respuestas celulares y moleculares, que son características de una enfermedad 
inflamatoria12. La internalización de lípidos por las células de la pared vascular es crucial para la 
progresión de la lesión y es realizada en parte a través de los receptores de las LDL13. LRP5, un 
miembro de la familia de receptores de LDL y correceptor de la vía canónica de señalización por 
Wnt, se ha descrito por su participación en la homeostasis de lípidos83. Nuestra hipótesis de 
trabajo es que LRP5 participa en el desarrollo de las lesiones ateroscleróticas humanas, y que la 
modulación de la vía canónica de señalización por Wnt es clave para su función. Por lo tanto, 
nos planteamos los siguientes objetivos: 
1. Investigar el papel de LRP5 y de la vía canónica de señalización por Wnt en las células 
inflamatorias. 
2. Investigar la participación de LRP5 en la formación de la lesión aterosclerótica. 
3. Investigar la implicación de LRP5 y la vía canónica de señalización por Wnt en la 
modulación de la inflamación in vivo. 
4. Investigar el efecto de altos niveles de colesterol plasmático en la expresión de LRP5 in 
vivo. 
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1. NOMENCLATURA 
 
Las abreviaturas de los genes y de las proteínas siguen las pautas establecidas por el “Comité 
Internacional sobre Nomenclatura Genética Estandarizada para Ratones” 
(www.informatics.jax.org) y el “Comité de Nomenclatura de la Organización del Genoma 
Humano” (www.genenames.org), resumidas en la siguiente tabla:  
 
Ratón Humano 
Gen Lrp5 LRP5 
Proteína  LRP5 LRP5 
Tabla 2: Nomenclatura usada en las abreviaturas de los genes y proteínas utilizados. 
 
2. CULTIVOS CELULARES 
 
2.1 Células musculares lisas vasculares humanas (HVSMC) 
Los cultivos primarios de las HVSMC se obtuvieron a partir de arterias coronarias humanas 
procedentes de corazones extraídos en los transplantes de corazón realizados en el Hospital de 
la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona, siguiendo la técnica de explantes establecida por nuestro 
grupo160. El protocolo de obtención de muestras fue aprobado por el comité ético del hospital 
en concordancia con el tratado de Helsinki. Las coronarias se extrajeron del corazón 
explantado, se abrieron longitudinalmente y mediante el raspado de la cara interna se eliminó 
la capa de células endoteliales. A continuación, se separó la capa media de la adventicia y se 
cortó la media en explantes de 1-2mm2, estos se distribuyeron en placas de cultivo con medio 
M199 (Gibco) suplementado con 20% de FBS, 2% de suero humano, 2mM de Glutamina, 
100U/mL de penicilina y 100U/mL de estreptomicina e incubaron a 37°C con un 5% de CO2. 
Cuando las VSMC migraron de los explantes hacia la placa se tripsinizaron (Tripsina/EDTA) y 
subcultivaron. Estas células se incubaron con nLDL o agLDL como se describirá más adelante en 
la sección de tratamiento con lipoproteínas.  
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2.2 Células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) 
Las células HUVEC se compraron a ATCC y se cultivaron en medio M199 (Gibco) suplementado 
con 20% de FBS, 2mM de Glutamina, 2mM de Hepes, 2mM de Piruvato, 1% de Heparina, 1% de 
suplemento para el crecimiento de células endoteliales (ECGS), 100U/mL de penicilina y 
100U/mL estreptomicina. Las placas se trataron con gelatina al 1% durante 30 min antes de 
sembrar las células. Para los experimentos con nLDL o agLDL se usaron HUVEC entre los pases 1 
y 5. 
 
2.3 Aislamiento de monocitos humanos (HM) y macrófagos derivados de monocitos humanos 
(HMDM) 
Las células mononucleares de sangre periférica humana (PBMCs) fueron obtenidas a partir de 
residuos leucocitarios (15-20mL) de donantes sanos y aisladas por centrifugación por gradiente 
de densidad utilizando Ficoll-Hypaque. La sangre se añadió sobre 15mL de Ficoll y se centrifugó 
a 300g durante 1h a temperatura ambiente. Se aisló la capa leucocitaria que corresponde a la 
banda central blanca del gradiente y se hicieron de 3-4 lavados con 1X PBS centrifugando 5min 
a 300g. Las células se resuspendieron en medio RPMI1640 (Gibco) suplementado con 10% de 
suero humano AB (Immunogenetics), 100U/mL de penicilina y 100U/mL de estreptomicina. Se 
realizó el conteo de monocitos en un contador Coulter (250-350x106células) y se sembraron en 
placas de 100x20mm (20x106células) y en placas de 6 pocillos (4x106células/pocillo). Los 
monocitos sembrados en placas de 100x20mm se utilizaron al día siguiente de su aislamiento 
para la transfección de LRP5 y posterior análisis de la adhesión y diferenciación celular. Por otro 
lado, los monocitos cultivados en placas de 6 pocillos se incubaron durante 7 días para permitir 
su diferenciación a macrófagos (HMDM) y se usaron para la transfección de LRP5 y los ensayos 
de migración. 
 
2.4 Células promielocíticas derivadas de leucemia humana (HL60) 
Las células HL60 (human promyelocytic leukaemia cells) son una línea celular inmortalizada que 
proviene de leucocitos de sangre periférica de una paciente con leucemia promielocítica aguda. 
Estas células se diferencian a macrófagos tras el tratamiento con PMA (phorbol 12-myristate 
13-acetate). Se caracterizan por la expresión de proteínas presentes en macrófagos y por la 
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capacidad de realizar actividades típicas de los macrófagos como la fagocitosis, la actividad de 
esterasas inespecíficas (NSE) y la adhesión161–163. Las HL60 fueron cultivadas en el medio 
RPMI1640 (Gibco) con Glutamax, suplementadas con 10% de FBS, 100U/mL de penicilina y 
100U/mL de estreptomicina, e incubadas a 37°C con un 5% de CO2. En esta tesis estas células se 
usaron para los ensayos de sobreexpresión y silenciamiento de LRP5 y su efecto en la adhesión, 
la diferenciación, la proliferación y la apoptosis celular. 
 
2.5 Células PC3 y U87MG 
Las células PC3 son derivadas de cáncer de próstata humano y las U87MG de glioblastoma. Se 
cultivaron en medio DMEM/F12 suplementado con 10% de FBS, 2mM de glutamina, 100U/mL 
de penicilina y 100U/mL de estreptomicina, e incubaron a 37°C con un 5% de CO2. Estas células 
fueron usadas para la transfección de LRP5 y posterior análisis de la proliferación celular. 
 
3. MODELO DE RATONES TRANSGÉNICOS 
 
3.1 Obtención y caracterización de la colonia de ratones deficientes para Lrp5 
Ratones heterocigotos para Lrp5 (Lrp5+/-) fundadores de la colonia fueron cedidos por el Dr. 
Bart Williams164–166. Se estabularon en jaulas con temperatura controlada (21±2ºC), en un ciclo 
de 12h luz/oscuridad y con comida y agua ad libitum. 
Al cumplir 4 semanas de edad los ratones se genotiparon. Para ello fueron sedados con 
isofluorano y se les tomó una biopsia de la cola (0.5cm). Esta muestra se dividió en dos 
segmentos, uno se almacenó a -20°C y el otro se utilizó para la extracción del DNA. El tejido se 
incubó con 400μL de buffer (0.1M Tris pH 8; 0.3M NaCl; 0.4% SDS; 5mM EDTA; 100ug/mL 
Proteinasa K) toda la noche a 55°C en agitación constante. Al día siguiente se realizó una 
agitación vigorosa, seguida de centrifugación a 13.400g durante 5 min a temperatura ambiente. 
El pellet se descartó y el sobrenadante se incubó con 400μL de isopropanol y 40μL de 3M 
acetato sódico durante 30 min a -80°C. Se centrifugó a máxima velocidad durante 15 min a 0°C 
y el pellet resultante se lavó con etanol al 70%, se volvió a centrifugar y se evaporaron los 
restos de etanol a 95°C. El DNA se diluyó en agua destilada estéril y la calidad y concentración 
se determinaron con el Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Inc., Willington, DE, USA). 
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La PCR se realizó con la Taq polimerasa “Expand High FidelityPLUS PCR System” (Roche), los 
cebadores utilizados fueron S17 (GGC TCG GAG GAC AGA CCT GAG), S23 (CTG TCA GTG CCT 
GTA TCT GTC C) e IRES31 (AGG GGC GGA ATT CGA TAG CT) (Tabla 3). Los productos de la PCR 
fueron analizados en un gel de agarosa al 2%. 
 Tiempo Temperatura (°C) 
Activación inicial 2 min 92 
Desnaturalización 30 seg 94 
40 
ciclos Alineamiento 30 seg 58 
Elongación  30 seg 72 
Elongación Final 10 min 72 
Tabla 3: Condiciones de la PCR para analizar el genotipo de los ratones. 
 
3.2 Administración de dietas 
Los ratones Wt y Lrp5-/- fueron alimentados con una dieta normocolesterolémica (NC, Tekland 
diet, Harland Labs) durante 10 semanas y posteriormente los animales de cada genotipo se 
dividieron en dos grupos para ser alimentados con la dieta NC o hipercolesterolémica (HC, 
TD.88137, Harland Labs) durante 8 semanas más (n=8-12 ratones/grupo). La composición 
detallada de las dietas utilizadas se muestra en la Tabla 4. 
En los estudios con PSE los ratones Wt y Lrp5-/- fueron alimentados con la dieta NC durante 10 
semanas y posteriormente los animales de cada genotipo se dividieron en tres grupos para ser 
alimentados con la dietas NC, HC ó HC suplementada con fitoesteroles esterificados al 2% 
(HC+PSE) durante 8 semanas más (8-12 ratones/grupo, Tabla 4). Los PSE fueron suministrados 
por DANONE y tienen un contenido de esteroles totales de mínimo 73%, del cual el 60% son 
fitoesteroles esterificados y el 40% son ácidos grasos. Teniendo en cuenta estos datos se 
calculó el volumen necesario para conseguir un consumo diario de PSE del 2%. Los PSE se 
suministraron diariamente en cuadritos de gelatina de 0.5cm2. La administración se realizó 
mediante la preparación de forma convencional de gelatina Royal sin sabor baja en grasa 
(2,32g/mL) con agua estéril. Cuando la gelatina estaba totalmente disuelta se añadían los PSE 
(9.3mL/100mL) y se mantenía en agitación hasta que se disolvieran completamente. Después 
se dispensó 1mL de la gelatina en moldes de plástico de 1cm2, se guardó a 4°C toda la noche y 
al día siguiente los cuadritos se extrajeron y cortaron por la mitad (volumen final 0.5mL). A los 
ratones alimentados sólo con dieta HC se les suministró la gelatina sin PSE. 
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Composición Dieta NC 
Dieta 
HC 
Dieta 
HC+PSE 
Grasa total % 3,5 22 22 
Colesterol %  0 0,25 0,25 
Sacarosa %  4,3 34 34 
Calorías provenientes de las proteínas %  18 17 17 
Calorías provenientes de la grasa %  11 40 40 
PSE % 0 0 2 
Tabla 4: Composición de las dietas normocolesterolémica (NC), hipercolesterolémica (HC) e HC 
suplementada con fitoesteroles esterificados (HC+PSE). 
 
Al final de los experimentos los ratones fueron anestesiados con una mezcla de medetomidina 
y ketamina (dosis 1mg/kg y 75mg/kg, respectivamente). Cuando no se observaron reflejos 
podales se realizó punción cardiaca y la sangre obtenida se utilizó para los análisis bioquímicos 
y la extracción de mRNA. Los órganos de interés para el estudio (aorta, hígado, bazo, intestino) 
se recolectaron en nitrógeno líquido y después se almacenaron a -80°C. Aortas de cada grupo 
experimental se utilizaron para la extracción de mRNA, otras se fijaron en paraformaldehido 
(PFA) para posterior análisis inmunohistoquímico y otras se tiñeron para análisis de la lesión 
aterosclerótica. 
Todos los protocolos realizados durante la manipulación de los animales fueron aprobados por 
el comité de investigación animal de la institución (ICCC051/5422) y siguen la guía para el uso y 
cuidado de animales de laboratorio publicada por el Instituto Nacional de Salud de los Estados 
Unidos. 
 
4. LÍPIDOS 
 
4.1 Aislamiento y modificación de lipoproteínas humanas 
Las lipoproteínas utilizadas en los tratamientos celulares (LDL) fueron obtenidas de sueros 
normolipémicos de donantes del Banco de Sangre y Tejidos de Barcelona. El método utilizado 
consistió de una serie de ultracentrifugaciones que separan las fracciones de lipoproteínas 
sanguíneas en base a su densidad167 (Tabla 5). 
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LIPOPROTEÍNAS DENSIDAD (g/mL) 
Quilomicrones (CM) < 0.96 
VLDL 0.96-1.006 
IDL 1.006-1.019 
LDL 1.019-1.063 
HDL 1.063-1.210 
Tabla 5: Clasificación de las lipoproteínas en función de su densidad. 
Se prepararon tres soluciones de distinta densidad para el aislamiento de las fracciones, la 
composición de la solución de densidad 1.006g/mL se muestra en la tabla 6. Las soluciones de 
densidad 1.019g/mL y 1.063g/mL se prepararon añadiendo bromuro de potasio (KBr) a la 
solución de densidad 1.006g/mL. La cantidad de KBr añadida para alcanzar la densidad 
correspondiente se calculó a partir de la fórmula X=V(df-di)/(1-V’df), donde: X=gramos de KBr; 
V=volumen de la solución en mL; df=densidad final; di=densidad inicial y V’=volumen específico 
parcial de KBr, que para las fracciones de 1.006g/mL, 1.019g/mL y 1.063g/mL es 0.290mL, 
0.291mL y 0.299mL respectivamente. 
COMPOSICIÓN 
Concentración 
Solución en H2O destilada, 
pH 7.4 
Cloranfenicol 15.5 mM 
NaCl 0.2 M 
EDTA tetrasodio 1 mM 
EDTA disodio 0.8 mM 
Sulfato de Gentamicina 0.1 mM 
Azida de sodio 8 mM 
Tabla 6: Composición de la solución de densidad 1.006g/mL para el aislamiento de lipoproteínas 
humanas. 
 
4.1.1 Aislamiento de LDL 
El suero se centrifugó a 117.791g (Rotor Beckman Type 50.2Ti) durante 30 min a 4°C y se 
descartó la fase superior blanca menos densa que corresponde a los CM. Se añadió la cantidad 
correspondiente de KBr al suero para llevar su densidad de 1.006g/mL a 1.019g/mL y se 
distribuyó en tubos de ultracentrífuga. Sobre el suero se añadió la solución de densidad 
1.019g/mL lentamente y se centrifugó a 117.791g durante 18h a 4°C. Se recogió la fase superior 
blanca que está compuesta por VLDL e IDL, se eliminó la solución de densidad de la parte 
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superior de los tubos y se juntaron los sueros restantes. Se añadió KBr al suero para llevar su 
densidad de 1.019g/mL a 1.063g/mL y se distribuyó en tubos de ultracentrífuga. Sobre el suero 
se añadió la solución de densidad 1.063g/mL lentamente y se centrifugó 117.791g durante 18h 
a 4°C. Se recolectó la fase superior que corresponde a las LDL y se almacenaron protegidas de la 
luz a 4°C. 
Una vez aisladas, las fracciones lipoproteicas se dializaron en tampón de diálisis 1X (150mM 
NaCl, 20mM Trizma Base, 1mM EDTA disodio) durante 2 horas a 4°C, se renovó el tampón de 
diálisis 1X y se dializaron durante 18 horas más. Finalmente, las fracciones lipoproteicas se 
dializaron en 150mM NaCl durante 2 horas a 4°C. 
La cuantificación de las lipoproteínas se realizó mediante el kit de Pierce de determinación de 
proteína que utiliza el ácido bicinconínico (BCA) y se basa en el método de Lowry168. La recta 
patrón de albúmina bovina (BSA) y las muestras diluidas se incubaron durante 30 min a 60°C 
para romper las estructuras lipoproteicas y permitir que el BCA reaccione con los aminoácidos 
produciendo así un compuesto coloreado que absorbe a una longitud de onda de 562nm. La 
absorbancia se leyó en un espectofotómetro usando el programa SoftMax. 
4.1.2 Modificación de LDL a LDL agregadas (agLDL) 
La modificación de las LDL por agregación se realizó de forma mecánica como hemos descrito 
previamente en nuestro grupo169. Las LDL nativas (LDLn, obtenidas en el aislamiento de LDL sin 
modificaciones) se llevaron a una concentración de 1mg/ml con 1X PBS en tubos eppendorf de 
2 mL y se agitaron en un vortex a máxima velocidad durante 4min a temperatura ambiente. A 
continuación se centrifugaron a 10.000g durante 10 min, el sobrenadante se recolectó en otro 
tubo y el pellet (compuesto 100% por agLDL) se resuspendió en 400μL del sobrenadante, 
obteniendo agLDL a una concentración final de 1mg/ml170,171. 
 
4.2 Análisis bioquímico de lipoproteínas en suero 
La mitad del volumen de sangre extraído de los ratones por punción cardíaca (~350μL) se utilizó 
para calcular los niveles de lipoproteínas en suero. La sangre se centrifugó a 1.200g durante 20 
min a 4°C y el suero se recolectó en otro tubo para posterior análisis. Los niveles de colesterol, 
triglicéridos y HDL fueron medidos enzimáticamente con kits disponibles comercialmente 
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(GERNON®) en un espectrofotómetro (MC-15 SOFT; RAL). Los niveles de LDL fueron calculados 
indirectamente con la fórmula de Friedewald (LDL=CT-HDL-(TG/5)172. 
 
4.3 Tinción de lípidos con ORO y DiI 
Tras el sacrificio, cada ratón (n=6-8/grupo) se ubicó en un estereoscopio para limpiar la grasa 
perivascular y extraer la aorta que se cortó longitudinalmente ubicando la superficie luminal 
hacia arriba y se fijo toda la noche con PFA al 4%. Al día siguiente se lavó con ddH2O durante 1h 
con agitación suave y se tiñó con “Oil Red-O” (ORO) durante 30min. Se lavó con etanol al 70% y 
ddH2O, se hizo el montaje en un portaobjetos y las imágenes fueron captadas en el microscopio 
Nikon Eclipse 80i y digitalizadas con la cámara Retiga1300i Fast. Las imágenes se cuantificaron 
con el programa Image J y los resultados se presentaron como porcentaje de área cubierta por 
lípidos / área total de la aorta. 
Para el marcaje de lípidos con DiI, los HMDM se fijaron con PFA al 4% durante 20 minutos, se 
bloquearon 2 veces durante 15 min en 1X PBS/BSA1% y se incubaron con 5 μl/ml de DiI (30 
mg/mL en DMSO, Sigma) durante 1h. A continuación se lavaron y el montaje se realizó con el 
reactivo Prolong Gold Antifade. Las imágenes fueron captadas con microscopía confocal (Leica 
TCS SP2-AOBS), en un formato de 1024x1024 pixeles con un set de datos espacial (xyz) y 
procesadas con el programa Leica Standard TCS-AOBS. 
 
4.4 Análisis del contenido de lípidos en los HMDM y aortas de ratones por cromatografía en 
capa fina 
El protocolo de extracción lipídica que se utilizó es una modificación del método descrito por 
Bligh and Dyer173. Se añadió 1mL de 0.1N NaOH a 5mg de tejido pulverizado de aorta o a las 
células recolectadas en tampón de lisis (10mM Tris HCl pH 7.5; 150mM KCl; suplementado con 
el complejo inhibidor de proteasas, Roche) y se almacenaron a -20°C. Al día siguiente se 
añadieron 3mL de diclorometano-metanol (1:2), se agitó intensamente en un vortex durante 
10seg, se añadió 1mL de diclorometano y se repitió la agitación. Esta mezcla se centrifugó a 
1.500g durante 15min y se observaron 2 fases separadas por la fase proteica: la fase acuosa 
(superior) y la fase orgánica (inferior). Se recogió la fase orgánica, que es la que contiene los 
lípidos, en un nuevo tubo. A la fase acuosa se la añadió 1mL más de diclorometano, seguido de 
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agitación y centrifugación a 1.500g durante 15min. La nueva fase orgánica se juntó con la 
anterior. La muestra se concentró evaporando el solvente orgánico bajo una corriente de N2 
para evitar la oxidación de los lípidos. 
Las muestras concentradas se resuspendieron en 100μL de diclorometano, se agitaron en un 
vortex y se cargaron en una placa de sílica de cromatografía (DC-Fertigplatten SIL G-24 UV). En 
cada placa se cargó un estándar de FC, CE y TG con concentración conocida para cuantificar las 
muestras. Se corrieron dos fases móviles: la primera, compuesta por una mezcla de heptano: 
dietil-éter: ácido acético (72:21:4) separa los lípidos; y la segunda, compuesta de heptano, 
arrastra posibles contaminantes con el frente. Se dejó que el frente subiera 4cm por encima del 
frente de la primera fase móvil. Las placas se dejaron secar y se tiñeron con una solución de 5% 
ácido fosfomolíbdico y 5% ácido sulfúrico durante 2min. Posteriormente se ubicaron en un 
horno a 100°C durante 7min. Las imágenes de las placas se captaron por densitometría con el 
Chemidoc XRS (Bio Rad) y se cuantificaron con el programa Quantity One (Bio Rad). 
 
5. BIOLOGÍA CELULAR Y MOLECULAR 
 
5.1 Tratamientos con LDL  
Tras el aislamiento y cuantificación de las lipoproteínas humanas, las células HUVEC, HVSMC, 
HM y HMDM se incubaron con 100 ug de nLDL o agLDL durante 24 horas. A continuación, las 
células se lavaron exhaustivamente (dos lavados con 1X PBS, dos lavados con PBS/1%BSA, dos 
lavados con PBS/1%BSA/100U/mL de heparina, dos lavados con PBS/1%BSA y dos lavados con 
PBS) y se recogieron para la extracción de mRNA y de proteína. 
 
5.2 Ensayos de migración in vitro: cierre de la herida y cámara Boyden 
Los ensayos de migración se realizaron en los HMDM previamente transfectados con siRNA-
LRP5, siRNA-LRP1 o siRNA-Random. 24 horas tras la transfección, se realizó una herida con una 
punta amarilla de pipeta estéril de 200μL. Las células se lavaron con 1X PBS y se incubaron con 
o sin agLDL en medio sin suero. Las fotos fueron tomadas en el momento de hacer la herida 
(t=0h) y 24h después en un microscopio invertido (Nykon) equipado con una cámara digital 
(Spot Diagnostic Instruments, Inc., Sterling Heights). La motilidad de los macrófagos se calculó 
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como la proporción del área libre de células a las 24h respecto al área del tiempo inicial (t=0h) 
mediante el programa Image J. 
Los HMDM transfectados se sembraron en cámaras Boyden de 24 pocillos (Corning Costar 
Corporation). Este sistema consiste de dos cámaras, una inferior y otra superior que contienen 
una membrana de policarbonato con poros de 8μm. Los HMDM se tripsinizaron, se lavaron tres 
veces con 1X PBS y se sembraron en la cámara superior durante 24h en medio sin suero. El 
medio de la cámara inferior tampoco contenía suero, con el fin de descartar posibles 
interferencias provocadas por las múltiples proteínas presentes en el suero y ver un resultado 
irreal debido a las proteínas del suero y no al efecto de la sobreexpresión/inhibición de LRP5. 
Tras 24h, se eliminaron las células de la membrana de la cámara superior con un bastoncillo de 
algodón, y el fondo fue teñido con Giemsa. Las células que migraron hacia la cámara inferior se 
contaron en un microscopio de luz con un aumento de 20X.  
 
5.3 Transfección de las células HL60, HM y HMDM 
Se utilizaron diferentes métodos de transfección para el silenciamiento y sobreexpresión de 
LRP5 en los tipos celulares estudiados.  
Células HL60: El silenciamiento y sobreexpresión de LRP5 en HL60 se realizó mediante 
nucleofección (kit Nucleofector®, Amaxa Co). Las células se mantuvieron en crecimiento hasta 
alcanzar una densidad de 5-7x105células/mL. 4x106 células se resuspendieron en 100μL de Cell 
Line Nucleofector® Solution V, se añadió el plásmido o el siRNA correspondiente y se transfirió 
a una cubeta de nucleofección. El programa utilizado en el nucleofector fue el T-019. Para el 
silenciamiento de LRP5 se utilizó el siRNA-LRP5 (s8293, Applied Biotechnologies) y como control 
de la transfección el siRNA-Random2 (4390843, Ambyon) ambos a una concentración de 
300nM. La sobreexpresión de LRP5 se realizó con el plásmido pcDNA3-LRP5 y como control de 
la transfección el plásmido pcDNA3 (0.4ug/cubeta). Las células nucleofectadas se colocaron en 
medio completo pre-calentado a 37°C y se incubaron el tiempo específico según el 
procedimiento a realizar, ya fuese el análisis de la proliferación, de la apoptosis o de la 
diferenciación celular. 
Monocitos humanos (HM): 24 horas después del aislamiento de los monocitos a partir de la 
muestra de leucocitos, fueron despegados con 0.53mM EDTA en 1X PBS durante 10min a 37°C. 
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1x107células/mL se nucleofectaron con 0.25μg de cDNA o 300nM de siRNA, con el programa X-
001, seguido de 48h de incubación en medio completo y recolección para extracción de mRNA 
y de proteína. 
Macrófagos derivados de monocitos humanos (HMDM): Los macrófagos obtenidos tras el 
cultivo de los HM aislados a partir del residuo leucocitario fueron transfectados con liposomas. 
Los ensayos de sobreexpresión se realizaron con Metafectene® Easy+ (Biontex) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. El silenciamiento se realizó mediante la transfección de 100nM de 
cada uno de los siRNAs con el reactivo HiPerfect (Qiagen), siguiendo las instrucciones del 
fabricante.  
La eficiencia de los diferentes métodos de transfección fue verificada 48 horas después por 
medio de PCR a tiempo real de LRP5 y normalizada con el gen r18S.  
 
5.4 Ensayos de proliferación en las células HL60, PC3 y U87MG 
El efecto de LRP5 en la proliferación celular fue evaluado por medio del kit BrdU Cell 
Proliferation Assay (Calbiochem). Las células se transfectaron y ubicaron en placas de 96 
pocillos. 24h después se añadieron 20μL/pocillo de una dilución 1:2000 de bromodesoxiuridina 
(BrdU). Tras 24h, las células se lavaron dos veces con 1X PBS, se fijaron e incubaron con el 
anticuerpo anti-BrdU durante 1h, seguido de tres lavados e incubación con el conjugado 
peroxidasa Goat anti-mouse IgG HRP durante 30 min. A continuación la placa se lavó con dH2O, 
se adicionó el sustrato y una solución para detener la reacción (stop solution). La intensidad del 
color es proporcional a la cantidad de BrdU incorporado por las células, la cual se cuantificó en 
un espectrofotómetro a una longitud de onda de 450-595nm. 
 
5.5 Apoptosis en células HL60 
48h tras la transfección las células se colectaron, lavaron y tiñeron con Annexin V-isotiocianato 
de fluoresceína (AV-FITC) y yoduro de propidio (PI) siguiendo las instrucciones del fabricante 
(BD PharmingenTM). Las células fueron analizadas por citometría de flujo (FACSCalibur). 
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5.6 Ensayos de adhesión y diferenciación en HM y en células HL60. 
24 horas tras la transfección, las células HL60 se recolectaron y contaron en la cámara de 
Neubauer para sembrar la misma cantidad de células en los diferentes tratamientos (sin 
transfección, pcDNA3, pcDNA3-LRP5, siR, siLRP5) y se trataron con 10nM PMA (Sigma) durante 
24h. Se recolectaron las células en suspensión y las células adheridas al pocillo, y se contaron 
en cámaras de Neubauer. 
Un día después del aislamiento los monocitos se nucleofectaron y se incubaron durante 7 días 
con medio completo a 37°C para su diferenciación a macrófagos. Al día 7, se captaron imágenes 
de los macrófagos y se contó el número de células por campo de visión para el análisis del 
efecto de los diferentes tratamientos en la diferenciación. 48h después de la transfección un 
grupo de células fue utilizado para extraer el mRNA y verificar la eficiencia de la transfección. 
 
5.7 Inmunofluorescencia en HL60, HMDM y lesiones ateroscleróticas humanas 
Los HMDM y las HL60 diferenciadas se lavaron dos veces con 1X PBS, se fijaron con 
paraformaldehido al 4% durante 20min y se permeabilizaron 5min con 0.5% Tween 20/1X PBS, 
seguido de bloqueo con 1% BSA/1X PBS durante 15 min 2 veces. A continuación se lavaron con 
1X PBS, se añadió Signal Enhancer durante 30min y se lavó de nuevo. Las células se incubaron 
1h con los anticuerpos primarios para LRP5 y CD68 (Abcam), seguido de 2 lavados con 1X PBS e 
incubación con Alexa Flour anti-mouse 488 IgG, Alexa Flour anti-rabbit 633 IgG y la tinción de 
núcleos (Hoechst, 33342) durante 1h. Se realizaron dos lavados con 1X PBS y el montaje con el 
reactivo Prolong® Gold Antifade (Life Thechnologies).  
Las arterias coronarias humanas fueron obtenidas de corazones extraídos en los transplantes 
de corazón que se llevan a cabo en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona. El 
protocolo de extracción de muestras fue aprobado por el comité ético del hospital en 
concordancia con el tratado de Helsinki. Las lesiones de las arterias coronarias humanas fueron 
caracterizadas por la tinción tricrómica de Masson de acuerdo con los criterios de la Asociación 
Americana del Corazón174. Las lesiones se clasificaron en tres grupos: grupo I (lesiones iniciales, 
tipos I y II, n=7); grupo II (lesiones leves en desarrollo, tipos III-V, n=6); y grupo III (lesiones 
avanzadas de alto riesgo, tipos VI-VIII, n=6).  
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Las aortas fueron fijadas, incluidas en OCT y cortadas en secciones de 5μm de grosor. Las 
secciones de aortas se incubaron con los anticuerpos mouse monoclonal anti-human 
macrophage (HAM56; Dako) y rabbit policlonal anti-human LRP5 (Abcam). A continuación se 
incubaron con sus correspondientes anticuerpos secundarios, Alexa Fluor anti-mouse 633 IgG, 
Alexa Fluor anti-rabbit 488 IgG y con la tinción de núcleos (Hoechst, 33342). Las imágenes 
fueron captadas con microscopía confocal (Leica TCS SP2-AOBS), en un formato de 1024x1024 
pixeles con un set de datos espacial (xyz) y procesadas con el programa Leica Standard TCS-
AOBS. Los controles sin anticuerpo primario no presentaron marcaje fluorescente. 
 
5.8 Inmunohistoquímica en arterias coronarias humanas y aortas de ratón 
Las arterias coronarias humanas y las aortas de ratón se extrajeron rápidamente, se fijaron con 
PFA al 4% e incluyeron en parafina. Luego se cortaron en secciones seriadas de 5μm de grosor, 
se ubicaron en portaobjetos previamente tratados con poli-L-lisina y se desparafinizaron. Las 
secciones se lavaron, se suprimió la actividad peroxidasa con H2O2 y se bloquearon las uniones 
inespecíficas con suero equino. En el caso de las coronarias humanas, se realizó la técnica de 
recuperación del antígeno. Los anticuerpos primarios utilizados se muestran en la siguiente 
tabla: 
Tejido Anticuerpos 
Arterias coronarias 
humanas 
Mouse Monoclonal anti-human macrophage, Ham56 (Dako) 
Rabbit polyclonal anti-LRP5 (Abcam) 
Aorta de ratón Rabbit polyclonal anti-Matrix Metalloproteinase-7, MMP-7 (Abcam) 
Rabbit polyclonal anti-β-catenin (Millipore) 
Mouse Monoclonal anti-human macrophage, Ham56 (Dako) 
Tabla 7: Anticuerpos utilizados para las tinciones mediante inmunohistoquímica de arterias humanas y 
de ratón. 
Los anticuerpos se detectaron usando la técnica de inmunoperoxidasa con avidina-biotina. Las 
secciones se incubaron 1h con los anticuerpos secundarios biotinilados apropiados (1:200, 
Vector Laboratories). El cromógeno usado fue 3,3’-diaminobencidina. Después de varios 
lavados con 100mM PBS pH7.4, se realizó el montaje con medio Histomount (National 
Diagnostics). Las muestras se analizaron en el microscopio Nikon Eclipse 80i a través de la 
cámara Retiga 1300i Fast y las imágenes se capturaron  en el programa Visilog 5.4 Noesis©. La 
hematoxilina de Mayer se usó para las tinciones nucleares y para visualizar estructuras. 
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5.9 Extracción y análisis de la expresión de mRNA 
Las extracciones de mRNA de ésta tesis se realizaron mediantes dos métodos distintos 
dependiendo del sustrato. El kit de extracción de RNA Total (Qiagen) se utilizó en los 
experimentos realizados con cultivos celulares; y el reactivo de aislamiento TriPure (Roche), 
para la extracción de mRNA de los órganos extraídos del modelo experimental de ratones 
transgénicos. La concentración de mRNA fue determinada con el espectrofotómetro NanoDrop 
ND-1000 (NanoDrop Technologies) y la pureza verificada por el cociente 260/280 que ha de 
tener un valor entre 1.8 y 2. La integridad de mRNA se comprobó a través del análisis de un gel 
de agarosa al 1%.  
El cDNA fue sintetizado a partir de 0.5ug de RNA con el kit de transcripción reversa de cDNA 
(Qiagen) y amplificado por PCR a tiempo real (DNA termal cycler, MJ Research). Las sondas 
específicas para los genes de interés en el estudio se muestran en la Tabla 8 y el programa 
utilizado se detalla en la Tabla 9. Los resultados fueron normalizados con la sonda 18S rRNA 
(4319413E) de Applied Biosystems. 
Estudio Gen Nombre completo del gen Casa  
Comercial* 
Referencia 
Apoptosis BAX BCL2-associated X protein Applied Hs00180269-m1 
DUSP6 dual specificity phosphatase 6  Applied Hs00169257-m1 
G0S2 G0/G1switch 2 Applied Hs00274783-s1 
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2  Applied Hs00608023-m1 
CDK1 cyclin-dependent kinase 1 Applied Hs00938777-m1 
CD180 CD180 molecule Applied Hs01069872-m1 
Diferenciación y 
adhesión 
CD11B integrin, alpha M  Applied Hs00355885-m1 
CD44 CD44 molecule Applied Hs01075861-m1 
Vía de 
señalización por 
Wnts 
Ctnnb1 Catenin beta 1 Applied Mm00483039-m1 
Bmp2 bone morphogenetic protein 2  Applied Mm01340178-m1 
Lef1 lymphoid enhancer binding factor 
1 
Applied 
Applied 
Hs01547250-m1 
Mm00550265-m1 
Opn secreted phosphoprotein 1 Applied Mm00436767-m1 
c-Myc v-myc avian myelocytomatosis 
viral oncogene homolog 
Applied Hs00153408-m1 
c-Jun jun proto-oncogene Applied Hs99999141-s1 
Captación de 
lípidos 
Ldlr low density lipoprotein receptor  IDT Mm.PT.49a.9930556 
Vldlr very low density lipoprotein 
receptor 
Applied Mm00443298-m1 
Lrp1 low density lipoprotein receptor-
related protein 1  
IDT Mm.PT.49a.7750137 
Lrp2 low density lipoprotein receptor-
related protein 2 
IDT Mm.PT.49a.11916154 
Lrp5 low density lipoprotein receptor- Applied Hs00182031-m1 
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related protein 5 IDT Mm.PT.49a.8045420 
Lrp6 low density lipoprotein receptor-
related protein 6 
IDT Mm.PT.56a.6383636 
Lrp8 low density lipoprotein receptor-
related protein 8 
IDT Mm.PT.49a.6553055 
Absorción 
intestinal 
Abcg5 ATP-binding cassette, sub-family 
G (WHITE), member 5  
IDT Mm.PT.56a.8809476 
Abcg8 ATP-binding cassette, sub-family 
G (WHITE), member 8  
IDT Mm.PT.56a.7910478 
Tabla 8: Sondas utilizadas en la PCR a tiempo real para analizar la expresión de mRNA de los genes 
distintos. *Applied: Applied Biosystems; IDT: Integrated DNA Technologies. 
 Tiempo Temperatura (°C) 
Activación inicial 5 min 95 
Desnaturalización 15 seg 95  
40 ciclos Alineamiento 30 seg 60 
Elongación 30 seg 72 
Tabla 9: Condiciones de la PCR a tiempo real. 
 
5.10 PCR array de citoquinas comunes de ratón 
El análisis de la expresión de las citoquinas liberadas por los leucocitos circulantes en  ratones 
se realizó mediante un PCR-array de citoquinas comunes de ratón. La mitad del volumen de 
sangre extraído de los ratones por punción cardíaca (~350μL) se recolectó en tubos PAX para 
obtener mRNA usando el kit PAXgene Blood RNA Kit (Qiagen). La concentración y pureza del 
mRNA se determinó con el espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies). El 
cDNA se sintetizó como se describió en el apartado anterior y se realizó el array “PCR RT2 
Profiler PAMM-021” (SABiosciences, Qiagen) en un termociclador de RT-PCR (Applied 
Biosystems 7900HT). 
 
5.11 Extracción y cuantificación proteica de las células HL60, HM y HMDM 
La extracción proteica de células HL60 en suspensión se realizó mediante centrifugación, 
lavados con 1X PBS y resuspensión en buffer RIPA (suplementado con un complejo inhibidor de 
proteasas, Roche). En el caso de las HL60 diferenciadas, se lavaron, se tripsinizaron y tras 3min 
a 37°C se añadió medio completo para detener la acción de la tripsina. Las células se 
centrifugaron, se lavaron con 1X PBS y se resuspendieron en buffer RIPA. Para la extracción 
proteica de los HM Y HMDM se realizó el mismo procedimiento descrito para las HL60 en 
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suspensión y diferenciadas, respectivamente, pero el buffer utilizado para la resuspensión de 
las proteínas fue el buffer de lisis. 
La proteína se cuantificó usando el método del ácido bicinconínico (BCA) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Se realizó una recta patrón de albúmina bovina (BSA, Pierce) y 
tanto las muestras diluidas como la recta patrón se incubaron con el reactivo durante 30min a 
37°C. La absorbancia se leyó a una longitud de onda de 562nm en un espectrofotómetro 
usando el programa SoftMax. Todos los extractos proteicos fueron almacenados a -20°C hasta 
su utilización. 
 
5.12 Fraccionamiento celular 
La obtención de las fracciones de interés (núcleo, membrana, citoplasma) se realizó mediante 
dos métodos. Para obtener la fracción nuclear, las células se lavaron con 1X PBS y se añadió el 
buffer CSK (50nM NaCl, 10mM Pipes pH6.8, 3mM MgCl2, 0.5% Triton X-100, 300mM sacarosa e 
inhibidores de proteasas). Las células se incubaron 20min con agitación constante a 4°C, se 
recolectaron con una espátula y se centrifugaron a 15.700g durante 10min. El pellet (fracción 
nuclear) se resuspendió en 50μL del buffer Sol/Insol (15mM pH7.5, 5mM EDTA, 2.5mM EGTA y 
1% SDS), se incubó durante 10min a 100°C y se añadieron 50 μL del buffer CSK.  
La obtención de las dos fracciones restantes se realizó siguiendo el protocolo de 
fraccionamiento subcelular de Abcam. Las células se lisaron con el buffer de fraccionamiento 
(250mM sacarosa, 20mM Hepes pH7.4, 10mM KCl, 1.5mM MgCl2, 1mM EDTA y 1mM EGTA con 
inhibidores de proteasas), se pasaron 10 veces por una jeringa de 1mL con una aguja de 25G y 
se incubaron en hielo durante 20min. En este paso se recogieron 50μL (lisado total) y se 
almacenaron a -20°C. Se continuó con una centrifugación a 800g durante 5min a 4°C, se recogió 
el sobrenadante (citoplasma) y se centrifugó a 5.900g 5 min a 4°C (se descartó el pellet, fracción 
mitocondrial). El sobrenadante se centrifugó a 100.000g (Rotor MLA130) durante 55 min a 4°C y 
se recogió el sobrenadante que corresponde a la fracción citosólica. El pellet (fracción de 
membrana) se resuspendió en el buffer de fraccionamiento y se centrifugó de nuevo en las 
mismas condiciones. Se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en el buffer RIPA. 
Las fracciones subcelulares se analizaron por Western Blot para la detección de GAPDH e 
Histona H1, en sus correspondientes fracciones, citoplasma y núcleo, respectivamente. 
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5.13 Análisis de la expresión proteica por Western Blot. 
La proteína se cargó en un gel de poliacrilamida con SDS para obtener una separación en 
función del peso molecular. El porcentaje de poliacrilamida de cada gel se determinó según el 
peso molecular de la proteína de estudio. A continuación las proteínas se transfirieron a una 
membrana de nitrocelulosa y se comprobó su eficiencia por medio de la tinción reversible 
Ponceau (Fluka) al 0.2% en ácido acético al 1%. Se lavó la membrana con dH2O y se incubó 
durante 1h a temperatura ambiente con la solución de bloqueo (BSA o leche desnatada al 5% 
en buffer TBS/Tween20: 0.1M NaCl, 10mM Tris Base, pH7.4; 0.05% Tween 20) según las 
especificaciones de cada anticuerpo (ver Tabla 10). La membrana se incubó con el anticuerpo 
primario específico disuelto en la solución de bloqueo correspondiente durante toda la noche 
(16h) a 4°C. Se realizaron 3 lavados de 10min con el buffer TBS/Tween20 y se incubó durante 
1h el anticuerpo secundario (Dako) disuelto en la solución de bloqueo a la concentración 
recomendada por el fabricante. Finalmente, se realizaron 3 lavados de 10min con el buffer 
TBS/Tween20 y la membrana se reveló incubándola 5min con el reactivo Super Signal® West 
Dura (Thermo Scientific). Este reactivo reacciona con la peroxidasa de rábano conjugada al 
anticuerpo secundario dando lugar a un sustrato quimioluminiscente. La señal fue captada con 
el equipo Chemidoc XRS (BioRad) y la densidad de las bandas cuantificada con el programa 
Quantity One (BioRad). 
Estudio Proteína Anticuerpo Condiciones del WB 
Apoptosis 
BAX Rabbit Polyclonal anti-Bax 
(Δ21) (Santa Cruz) 
Gel al 15% de poliacrilamida; 
condiciones reductoras (CR); 
Dilución 1:1000 en leche al 
5% en TBS/Tween20. 
DUSP6 Mouse Monoclonal anti-MKP-3 
(R&D Systems) 
Gel al 15% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:500 en BSA al 
5% en TBS/Tween20. 
G0S2 Rabbit Polyclonal anti-G0S2 
(N-13) (Santa Cruz) 
Gel al 15% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:100 en leche al 
5% en TBS/Tween20. 
BCL2 Mouse Monoclonal anti-
human BCL2 (Dako) 
Gel al 15% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:1000 en leche 
al 5% en TBS/Tween20. 
CDK1 Mouse Monoclonal anti-Cdc2 
p34 (POH-1) (Santa Cruz) 
Gel al 12% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:200 en leche al 
5% en TBS/Tween20. 
CD180 Goat Polyclonal anti-RP105(C-
20) (Santa Cruz) 
Gel al 12% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:200 en leche al 
5% en TBS/Tween20. 
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Captación de 
lípidos 
LDLR Rabbit Monoclonal anti-LDLR 
(Abcam) 
Gel al 10% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:500 en leche al 
5% en TBS/Tween20. 
VLDLR Mouse Monoclonal anti-VLDLR 
(Santa Cruz) 
Gel al 7.5% de poliacrilamida; 
CNR; Dilución 1:200 en leche 
al 5% en TBS/Tween20. 
LRP1 Mouse Monoclonal anti-
LRP/A2MR (Fitzgerald) 
Gel al 7.5% de poliacrilamida; 
CNR; Dilución 1:50 en leche 
al 5% en TBS/Tween20. 
LRP2 Rabbit Monoclonal anti-
LRP2/Megalin (Abcam) 
Gel al 7.5% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:500 en leche al 
5% en TBS/Tween20. 
LRP5 Mouse Monoclonal anti-LRP5 
(Abcam); Rabbit Polyclonal 
anti-LRP5 (Abcam) 
Gel al 10% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:1000 en leche 
al 5% en TBS/Tween20. 
LRP6 Mouse Monoclonal anti-LRP6 
(Abcam) 
Gel al 10% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:2000 en leche 
al 5% en TBS/Tween20. 
Vía de 
señalización por 
Wnts 
β-catenina Rabbit Polyclonal anti-β-
catenin (Millipore) 
Gel al 12% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:500 en leche al 
5% en TBS/Tween20. 
LEF1 Rabbit Polyclonal anti-LEF1 
(Abnova) 
Gel al 10% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:500 en BSA al 
5% en TBS/Tween20. 
C-JUN Mouse Polyclonal anti-C-JUN 
(Millipore) 
Gel al 12% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:500 en BSA al 
5% en TBS/Tween20 
CICLINA D1 Mouse Monoclonal anti-Cyclin 
D1 unconjugated (Invitrogen) 
Gel al 12% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:500 en leche al 
5% en TBS/Tween20. 
OPN Rabbit Polyclonal anti-OPN 
(Millipore) 
Gel al 12% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:500 en BSA al 
5% en TBS/Tween20 
BMP2 Mouse Monoclonal anti-BMP2 
(R&D Systems) 
Gel al 12% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:500 en leche al 
5% en TBS/Tween20 
Fraccionamiento 
celular 
GAPDH Chicken Polyclonal anti-GAPDH 
(Millipore) 
Gel al 12% de poliacrilamida; 
CR; Dilución 1:20000 en leche 
al 5% en TBS/Tween20. 
Histona H1 Mouse Monoclonal anti-Nuclei 
& chromosomes, histone 
H1protein (Millipore) 
Gel al 15% de poliacrilamida; 
CNR; Dilución 1:1000 en 
leche al 5% en TBS/Tween20. 
Normalización 
WB 
β-actina Mouse Monoclonal anti-beta 
Actin (Abcam) 
CR; Dilución 1:5000 en BSA al 
5% en TBS/Tween20. 
β-Tubulina Rabbit Polyclonal anti-beta 
Tubulin (Abcam) 
CR; Dilución 1:500 en leche al 
5% en TBS/Tween20 
Tabla 10: Anticuerpos utilizados para la detección de proteínas por medio de la técnica de Western Blot. 
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Las membranas se deshibridaron con Restore Western Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se volvieron a bloquear y se incubaron con el 
anticuerpo para detectar β-actina o β-tubulina, usados como control del total de proteína 
cargada en la membrana ya sea en células, tejido humano o en tejido de ratón. 
 
6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los resultados de esta tesis son presentados como la media ± S.E.M. de experimentos 
realizados 3 veces por duplicado o triplicado como mínimo. Los datos han sido analizados con el 
programa estadístico StatView. Las comparaciones entre grupos se realizaron con análisis 
paramétrico mediante el test ANOVA de dos factores. Se realizaron análisis de regresión lineal 
aplicando la fórmula Y=a+b*X y las pendientes se compararon mediante el t-test. Un valor de 
p<0.05 se consideró estadísticamente significativo. 
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ARTÍCULO 1 
Wnt pathway activation, cell migration, and lipid uptake is regulated by low-density 
lipoprotein receptor-related protein 5 in human macrophages. 
 
Autores: María Borrell-Pagés, July Carolina Romero, Oriol Juan-Babot , Lina Badimon. 
Centro de Investigación Cardiovascular CSIC-ICCC, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, 
España. 
Revista: European Heart Journal 2011; 32(22): 2841-50.  
Factor de impacto: 14.10 
RESUMEN 
La activación de la vía de señalización por Wnt, la migración celular y la absorción de lípidos 
en macrófagos humanos está regulada por el receptor Low-density lipoprotein receptor-
related protein 5. 
El desarrollo de la placa aterosclerótica incluye la infiltración de células inflamatorias, la 
acumulación de lípidos y la formación de una capa fibrosa. El receptor LDL receptor-related 
protein 1 (LRP1) está expresado en los macrófagos y en las células musculares lisas vasculares 
presentes en las lesiones ateroscleróticas. El objetivo de este estudio es analizar la función de 
otro miembro de la familia de proteínas receptoras de LDL, LDL receptor-related protein 5 
(LRP5), en la progresión de la lesión aterosclerótica.  
El análisis de la expresión de los tipos celulares implicados en la formación de la lesión muestra 
que LRP5 está expresado en las células inflamatorias y en las células vasculares humanas. Los 
experimentos se han realizado en cultivos primarios de monocitos humanos (HM) y en 
macrófagos derivados de HM (HMDM) tratados con LDL. LRP5 está transcripcionalmente 
regulado por las LDL agregadas (agLDL), participando en la internalización de lípidos y en la 
transformación de macrófagos en células espumosas, un paso clave en la progresión de la 
lesión aterosclerótica. Los macrófagos tratados con agLDL mostraron una sobrexpresión de 
LRP5 que se correlaciona con una sobreexpresión de proteínas diana de la vía de señalización 
por Wnt, como son β-CATENINA, LEF1, C-JUN, CICLINA D1, proteína morfogenética osea 2 
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(BMP2) y osteopontina (OPN). Además, los experimentos de migración de cierre de la herida y 
la cámara Boyden muestran que los macrófagos deficientes para LRP5 tienen una migración 
defectuosa sugiriendo que LRP5 tiene un rol en la motilidad celular.  
Estos resultados evidencian la participación de LRP5 en la internalización de lípidos y en la 
migración celular en macrófagos, procesos claves para el desarrollo de la lesión aterosclerótica. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 
 
Sup. Fig: LRP5 and lipid uptake in HMDM. HMDM containing siRNA-R, siRNA-LRP1 or siRNA-
LRP5 were incubated with an excess of agLDL (400μg/ml) for 8h. HMDM were exhaustively 
washed and harvested to measure Free C and EC by thin layer chromatography. Experiments 
were run in triplicate. Bar graph showing the quantification of EC respect to Free C in μg. 
**p<0.01 
 
SUPPLEMENTARY DATA 
DETAILED METHODS 
Tissue Immunohistochemistry and Immunofluorescence 
Human coronary arteries were obtained from explanted hearts immediately after surgical 
excision. All procedures were approved by the Institutional Review and Ethics Committee. 
Paraffin-embedded specimens were cut into 5-μm-thick serial sections, placed on poly-L-lysine-
coated slides and deparaffinised. Lesions were characterized in Masson's trichrome-stained 
sections according to American Heart Association criteria.1 Masson trichromic staining allowed 
classification of lesions into initial lesions, types I and II, n=6, and advanced lesions, types VII-
VIII, n=6.  
Consecutive sections were deparaffinised, after target retrieval, and the sections were washed, 
suppressing endogenous peroxidase activity with H2O2, hydrated and blocked. The following 
primary antibodies were detected using the avidin-biotin immunoperoxidase technique: 
monoclonal mouse anti-human smooth muscle actin ( -SMC, clone 1A4; Dako); monoclonal 
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mouse anti-human macrophage, HAM56 (HAM56; Dako); and polyclonal rabbit anti-human 
LRP5 (Abcam 38311), for 2 h (dilution 1:100) at room temperature. After several washes, the 
sections were incubated with an appropriate biotinylated secondary antibody (1:200, Vector). 
3, 3’-diaminobenzidine was used as a chromogen and haematoxylin was used for nuclear 
staining. The sections were washed in PBS 100 mM, pH 7.4 and mounted in Glicergel® 
mounting medium (DAKO A/S). Images were captured by Nicon Eclipse 80i microscope and 
digitized by Retiga 1330i Fast camera. Controls with the appropriate secondary antibody only 
were run with each set of specimens. 3 sections/ plaque were analyzed for each antibody and 
individual. For double-labelling immunofluorescence experiments, OCT included human 
coronary arteries were cut into5-μm-thick sections and stained with monoclonal mouse anti-
human macrophage, HAM56 (HAM56; Dako); and polyclonal rabbit anti-human LRP5 (Abcam 
38311) (1:50), followed by Alexa Fluor anti-mouse 633, Alexa Fluor anti rabbit 488 (1:100) and 
Hoechst (1:1000). Images of immunostained tissues were recorded on a Leica inverted 
fluorescence confocal microscope (Leica TCS SP2-AOBS, Germany). Tissues were viewed with 
HCX PL APO 63x/1.2W Corr/0.17 CS objective. Fluorescent images were acquired in a scan 
format of 1024x1024 pixels in a spatial data set (xyz) and were processed with the Leica 
Standard Software TCS-AOBS. Controls without primary antibodies showed no fluorescence 
labeling.  
50 images of immunostained tissues with HAM56 or LRP5 from initial and advanced 
atherosclerotic lesions were analyzed by counting HAM56 and LRP5-stained macrophages 
respectively. The amount of LRP5 positive macrophages was calculated as the ratio of LRP5 
expressing macrophages to HAM56 expressing macrophages.  
Isolation of human monocytes (HM) and human monocyte-derived macrophages (HMDM) 
primary cultures.  
This protocol has been previously described.2 Briefly, human monocytes (HM) were obtained by 
standard protocols from buffy coats (40-45ml) from healthy donors. Cells were applied on 15 
ml of Ficoll-Hypaque and centrifuged at 300 g for 1hour at 22°C, with no brake. Mononuclear 
cells were obtained from the central white band of the gradient, exhaustively washed in 
Dulbecco's phosphate buffer saline, and resuspended in RPMI medium (Gibco) supplemented 
with 10% human serum AB (Immunogenetics). A set of cells was left overnight in culture, 
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washed and treated with nLDL or agLDL for the described times and concentrations. A second 
set of cells was left 7 days in culture and allowed to differentiate into macrophages. HMDM 
were then incubated with nLDL or agLDL for the described times and concentrations. At the end 
of the experiments, HM and HMDM were exhaustively washed and collected for both mRNA 
and protein detection. 
HVSMC culture 
Primary cultures of human coronary vascular smooth muscle cells (HVSMC) were prepared from 
nonatherosclerotic areas of human coronaries from explanted hearts at transplant operations 
at the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. HVSMC were obtained by a modification of the 
explants technique previously described.3 Outgrown cells were suspended in a trypsin/EDTA 
solution and subcultured in 199 medium containing 20% FBS plus 2% human serum, and 
incubated with nLDL or agLDL for the described times and concentrations. All procedures were 
approved by the Hospital Ethics Committee. Three independent experiments were carried out 
per condition.  
HuVEC culture 
Human umbilical vein endothelial cells (HuVEC) were purchased from ATCC and cultured in 
M199 medium supplemented with 20% FBS, 2mM Glutamine, 1%Hepes, 1% Pyruvate, 
1%Heparine, 1% endothelial cell growth supplement (ECGS), and antibiotics. Plates were coated 
with gelatin 30 minutes prior to seeding the cells. For experiments, HuVEC at passages 1–5 
were used. 
LDL isolation and modification 
Human LDLs (d1.019–d1.063 g/ml) were obtained as previously described.2 Briefly human LDL 
were obtained from pooled sera of normocholesterolemic volunteers, isolated by sequential 
ultracentrifugation, and dialyzed. LDL protein concentration was determined by the 
bicinchoninic acid method, and cholesterol concentration was determined using a commercial 
kit (Boehringer). The purity of LDL was assessed by agarose gel electrophoresis. The model 
system of agLDL was generated by vortexing LDL (1 mg/ml) for 4 min at room temperature at 
maximal speed. agLDL was then centrifuged at 10,000 g for 10 min, and the precipitated 
fraction composed of 100% agLDL was added to cell cultures.3,4 
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LDL treatment  
After LDL (native or aggregated) incubation, cells were exhaustively washed (twice with PBS, 
twice with PBS/1% BSA, twice with PBS/1%BSA/heparin 100 U/ml, twice with PBS/1% BSA, and 
twice with PBS) before collection for mRNA or protein detection.  
RNA isolation and Real time PCR 
Total RNA was isolated from cultured HM, HMDM, HVSMC or HuVEC using the Total RNA 
extraction kit (Qiagen). Total RNA concentration was determined on NanoDrop ND-1000 
spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) and purity was 
checked by the A260/A280 ratio (ratios between 1.8 and 2.1 were considered acceptable), in 
addition, an agarose gel was run to assess the quality. cDNA was synthesized from 1 μg RNA 
with cDNA Reverse transcription kit (Qiagen) The resulting cDNA samples were amplified by 
polymerase chain reaction (PCR) using a DNA thermal cycler (MJ Research, Watertown, MA, 
USA) and the following specific human probes from Applied Biotechnologies: LRP5 
(Hs00182031-m1), LRP1 (Hs00233899-m1), 18S rRNA (4319413E), Bax (Hs00180269-m1), Bcl2 
(Hs00241824-m1), β-catenin (Hs00170025-m1), LEF1 (Hs01547250-m1), cyclinD1 (Hs00277039-
m1), c-jun (Hs99999141-s1), CD36 (Hs00169627-m1), OPN (Hs00960942-m1) and BMP2 
(Hs00154192)  
LRP1 blocking antibody 
Monoclonal antibody against the α-chain of LRP1 (Servicios Hospitalarios) and normal mouse 
IgG (sc-2025, Santa Cruz) were used at 25μg/ml for 8h in HMDM.  
Obtaining LRP5-, LRP1- -deficient HMDM and inhibition of Scavenger Receptor 
To inhibit LRP1 or LRP5 expression in HMDM small anti-LRP1 interfering RNA (siRNA-LRP1) or 
siRNA-LRP5 synthesized by Ambion were used to transfect HMDM. Briefly, HMDM obtained 
from buffy coats were transfected with the HiPerfect Transfection Reagent (QiAGEN) following 
manufacturers instructions. 24h later, HMDM underwent the specified treatments for 8h or 
24h were washed and collected. Silencer Selective negative control#2 siRNA (Ambion) was used 
as a control and did not exert any effect on LRP1 or LRP5 expression. To inhibit scavenger 
receptor expression polyinosinic acid (5’) (Sigma) was used at an inhibitory concentration of 
100μg/ml4. 
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Determination of free and esterified cholesterol content 
siRNA-LRP1, siRNA-LRP5, siRNA-Random (50nM) and polyinosinic acid (100μg/ml) treated 
HMDM were incubated for 8h with 100 or 400 μg/ml agLDL. Cells were exhaustively washed, 
twice with PBS, twice with PBS/1% BSA, and twice with PBS/1%BSA/heparin 100 U/ml before 
harvesting into 1ml of 0.1N NaOH. Lipid extraction and thin layer chromatography were 
performed as previously described.5,6 The spots corresponding to free cholesterol (Free C) and 
cholesteryl esters (CE) were quantified by densitometry against a standard curve of cholesterol 
and cholesterol palmitate respectively, with the use of a computing densitometer (Molecular 
Dynamics). 
Western blot and flow cytometry 
Sample extracts (50μg protein) were resolved by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose 
membranes, blocked with 5% skim milk and probed for monoclonal (LRP5 and βactin from 
Abcam, CD36 from Biocytex, LEF1 and BMP2 from Sigma, cyclin D1 from Millipore, LRP1 from 
Servicios Hospitalarios) or polyclonal (β-catenin and OPN from Millipore, c-jun from R+D 
Systems) primary antibodies. Membranes were then washed and blotted with anti-mouse or 
anti-rabbit secondary antibodies (Dako). Band densities were determined with the ChemiDoc 
XRS system (Bio-Rad) in chemiluminescence detection modus and Quantity-One software (Bio-
Rad). Normalization was performed against β-actin.  
LRP5 expression was also assessed by staining HM and HMDM primary cultures with LRP5 
monoclonal antibody (1:50) followed by Alexa Fluor anti-mouse 488 (1:100) and analysis by 
flow cytometry (FACSCalibur). Controls were run without primary antibodies.  
Immunofluorescence and DiI labellingin cells 
HM and HMDM incubated or not with agLDL were fixed with 4% paraformaldehyde and 
permeabilized with 0.5% Tween in PBS at room temperature. After incubation in blocking 
buffer (3% bovine serum albumin in PBS) primary LRP5 (Biovision) and CD68 (Abcam) 
antibodies were added 1h at room temperature in a moist chamber. Appropriate secondary 
antibodies (Alexa Fluor anti-mouse 488 IgG (H+L), Alexa Fluor anti-rabbit 633 IgG (H+L), and 
Hoechst 33342) were added for 1h and stained cells were washed and covered with Prolong 
Gold antifade reagent (Molecular Probes). Images of immunostained cells were recorded on a 
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Leica inverted fluorescence confocal microscope (Leica TCS SP2-AOBS, Germany). Cells were 
viewed with HCX PL APO 63x/1.2W Corr/0.17 CS objective. Fluorescent images were acquired in 
a scan format of 1024x1024 pixels in a spatial data set (xyz) and were processed with the Leica 
Standard Software TCS-AOBS. Controls without primary antibodies showed no fluorescence 
labeling.  
For DiI labeling, cells were fixed, blocked, incubated with 5 μl/ml medium of DiI (30 mg/mL in 
DMSO, SIGMA) for 1h, washed and covered with Prolong Gold antifade reagent. 
Wound migration assay 
Transfected HMDM containing siRNA-LRP5, siRNA-LRP1 or siRNA-Random were scratched with 
a soft sterile 200μl pipette tip to create a double sided wound. After being rinsed with PBS, cells 
were incubated with or without agLDL and allowed to migrate in serum-free medium. Pictures 
were taken directly after scratching and 24h later. The area of cell-free wound was 
photographed with an inverted microscope (Nikon, Tokyo, Japan) equipped with a digital 
camera (Spot, Diagnostic Instruments, Inc., Sterling Heights, MI) at indicated time points. The 
macrophage motility was calculated as the ratio of cell-free area at 24h (with or without agLDL) 
to initial wound length. The experiments were performed four times. 
In vitro Boyden chamber migration assay 
Transfected HMDM containing siRNA-LRP5, siRNA-LRP1 or siRNA-Random were plated into 
modified Boyden chamber assay using 24-transwell unit (Corning Costar Corporation). This 
system consists of a lower and an upper chamber containing a polycarbonate filter with 8μm 
pores. HMDM cells were trypsinized and, to eliminate the effects of serum, rinsed three times 
in PBS and added to the top chamber for 24h in serum-free medium. The medium in the lower 
well also contained serum-free medium in order to discard possible interferences from other 
than the lack of LDL receptors. After incubation for 24h at 37ºC, the top side of the insert 
membrane was scrubbed free of cells with a cotton swab, and the bottom side was stained with 
Giemsa. Cells that migrated to the bottom side of the membrane were counted at 20X 
magnification light microscopy.  Three experiments were performed in triplicates. 
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Statistical analysis 
Results are expressed as mean ± S.E.M. A Stat View statistical package was used for all the 
analysis. Comparisons among groups were performed by Fisher test after ANOVA. Statistical 
significance was considered when p<0.05. 
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ARTÍCULO 2 
LRP5 negatively regulates differentiation of monocytes through abrogation of Wnt signalling. 
 
Autores: María Borrell-Pagés, July Carolina Romero, Lina Badimon. 
Revista: Journal of Cellular and Molecular Medicine 2014; 18(2): 314-25.  
Factor de impacto: 4.75 
Centro de Investigación Cardiovascular CSIC-ICCC, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, 
España. 
RESUMEN 
LRP5 regula negativamente la diferenciación de monocitos mediante el bloqueo de la 
señalización por Wnt. 
Las células inflamatorias circulantes se infiltran y diferencian en tejidos diana específicos para 
combatir infecciones y/o daño tisular y restablecer la homeostasis celular. Estudiamos los 
mecanismos de diferenciación de células HL60 y de cultivos primarios de monocitos humanos y 
postulamos que LRP5 y la vía canónica de señalización por Wnt participan en el proceso de 
diferenciación de células monocíticas.  
El silenciamiento de LRP5 incrementa la diferenciación de las células HL60 y de los monocitos 
humanos a macrófagos, sugiriendo que LRP5 bloquea la diferenciación. Demostramos que los 
mecanismos implicados incluyen el secuestro de β-CATENINA en la membrana celular, la 
inhibición de la vía canónica de señalización por Wnt y un incremento en la apoptosis celular. 
Además, confirmamos la participación de LRP5 y la vía canónica de señalización por Wnt en el 
proceso ya que la diferenciación celular puede ser rescatada por la adición de proteínas diana 
de la vía canónica en las células monocíticas.  
Nuestro trabajo describe por primera vez un mecanismo por el cual LRP5 bloquea la activación 
de la vía de señalización por Wnt para mantener las células en un estado indiferenciado. 
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Supplemental materials and methods: 
Cell culture 
Human promyelocytic leukaemia cells (HL60) were grown in RPMI 1640 medium with 
Glutamax, supplemented with 10% heat-inactivated foetal bovine serum, 100U/mL penicillin 
and 100U/mL streptomycin during 3 days before treatment. When the culture reached a 
density of 7-8x105 cells/mL, cells were washed, subcultured in 6 well plates (5x105cells/well) 
and treated with PMA (10nM). 48 hours after treatment, cells achieved a macrophage 
phenotype, although the phagocytic function remained untested. 
Human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained by standard protocols from 
buffy coats (15-20ml) from healthy donors. Cells were applied on 15 ml of Ficoll-Hypaque and 
centrifuged at 300g for 1 hour at 22°C, with no brake. Mononuclear cells were obtained from 
the central white band of the gradient, washed in phosphate buffer saline (PBS), and suspended 
in RPMI medium (Gibco) supplemented with 10% human serum AB (Immunogenetics) and 
antibiotics. Cells were seed in 6 well plates (4x106cells/well) and allowed to differentiate into 
macrophages by 7 days in culture, replacing medium each two days. 
RESULTADOS 
114 
PC3 and U87MG were grown in DMEM/F-12 medium with 10%FBS, 2mM glutamine, 100U/mL 
P/S. 
HL60, HM and HMDM silencing and overexpression. 
4x106 HL60-cells/mL in 100μL of Cell Line Nucleofector® Solution V and 300nM of siR, siLRP5 or 
0.4ug of pcDNA3 or pcDNA3-LRP5 were transfected with T-019 program.siR and pcDNA3 alone 
were used as controls and did not exert any effect on LRP5 expression. HM cells were 
nucleofected as described for HL60 cells with 0.25ug of cDNA, 1x107cells/mL and X-001 
transfection program. HMDM cells, PMA-treated HL60 cells, PC3 and U87MG were transfected 
using Metafectene® Easy+ (Biontex) following the manufacturer’s instructions.For silencing 
experiments, 100nM of each siRNA was transfected using HiPerFect Transfection Reagent 
(Quiagen). 48 hours after transfection efficiency was systematically analyzed by LRP5 RT-Real 
Time PCR and normalized to r18S.  
RNA isolation and Real time PCR 
RNA was isolated using Total RNA extraction kit (Qiagen). Concentration was determined with a 
NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies) and purity was checked by 
the A260/A280 ratio. cDNA was synthesized from 0.5 μg RNA with cDNA Reverse transcription 
kit (Qiagen). The resulting cDNA samples were amplified by PCR using a DNA thermal cycler (MJ 
Research) and the following specific probes from Applied Biotechnologies: LRP5 (Hs00182031-
m1), 18S rRNA (4319413E), CDK1 (Hs00938777-m1), G0S2 (Hs00274783-s1), CD180 
(Hs01069872),DUSP6 (Hs00169257-m1), CD11b (Hs00355885-m1), CD44 (Hs01075861-m1), 
BAX (Hs00180269-m1), BCL2 (Hs00608023-m1), c-myc (Hs00153408_m1), c-jun 
(Hs99999141_s1), LEF1 (Hs01547250_m1). 
Western Blot 
Transfected HL60 cells were lysed in RIPA buffer containing protease inhibitor complex (Roche, 
Germany). Electrophoresis of SDS-polyacrylamide gels, transfer to nitrocellulose 
filters,incubation with primary antibodies (LRP5, Bcl2 and β-actin from Abcam, Cdc2p34, Bax, 
G0S2 and Cd180 from Santa Cruz, Dusp6 from R+D Systems) and with anti-mouse, anti-rabbit or 
anti-goat secondary antibodies (Dako) was performed.Band densities were determined with the 
ChemiDoc XRS system (Bio-Rad).Normalization was performed against β-actin.  
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Bromideoxyuridine (BrdU) labeling and detection 
24 hours post-transfection BrdU (BrdU Cell Proliferation Assay, Calbiochem) was added 
(20uL/well of a 1:2000 dilution) for further 24 hours. Cells were fixed, incubated with anti-BrdU 
antibody, washed and incubated with peroxidise Goat anti-mouse IgG HRP conjugate.Substrate 
and stop solution were added and intensity was quantified using a spectrophotometric plate 
reader at dual wavelength of 450–595 nm. 
Annexin V-FITC determination 
48 hours post-transfection HL60 cells were collected, washed, stained with Annexin V 
fluorescein isothiocyanate (AV-FITC) and propidium iodide (PI) following manufacturer's 
instructions (BD Pharmingen) and analyzed by flow cytometry (FACSCalibur). 
Immunofluorescence 
PMA-treated HL60 were fixed with 4% paraformaldehyde and primary LRP5 (Biovision) and 
cd68 (Abcam) antibodies were added followed by Alexa Flour anti-mouse 488 IgG, Alexa Flour 
anti-rabbit 633 IgG and Hoechst (33342). Fluorescent images were acquired in a scan format of 
1024x1024 pixels in a spatial data set (xyz) and were processed with the Leica Standard 
Software TCS-AOBS. Controls without primary antibodies showed no fluorescence labeling. 
Adhesion assay 
HL60 cells transfected with siRNA-Random, siRNA-LRP5, pcDNA3, pcDNA3-LRP5, pcDNA3-cmyc 
or c-jun were seeded in triplicates and treated with 10nM PMA for further 24h when 
supernatant and cell lysate were collected. A set of cells was counted on Neubahuer chambers 
while another set was used for RNA extraction.  
Differentiation assay in HM. 
One day after isolation, monocytes were nucleofected as described for HL60 cells with 
1x107cells/mL and X-001 transfection program. Cells were differentiated to HMDM for 7 days 
when pictures were taken and cells were counted. Transfection efficiency was analyzed 48 
hours after transfection by LRP5 and r18S RT-PCR.  
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Subfractionation experiments 
For nuclear extracts, cells were PBS washed,scraped with CSK buffer (50nM NaCl, 10mM Pipes 
pH6.8, 3mM MgCl2, 0.5% Triton X-100, 300mM sucrose and protease inhibitors), incubated 20 
minutes shaking at 4ºC and centrifuged. Supernatants (cytoplasmic fractions) were stored at -
20ºC.Pellets (nuclear fractions) was suspended in 50uL of Sol/Insol Buffer (15mM pH7.5, 5mM 
EDTA, 2.5mM EGTA and 1% SDS) and heated for 10 minutes at 100°C. Membrane fraction 
isolation was performed as described42. Subcellular fractions were analyzed by western blot for 
β-catenin, GAPDH, Histone H1. 
Statistical analysis 
Results are expressed as mean ± S.E.M. A Stat View statistical package was used for all the 
analysis. When possible, comparisons among groups were performed by parametric (one factor 
ANOVA) analysis. Statistical significance was considered when p<0.05. 
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LRP5 deficiency downregulates Wnt signaling and promotes aortic lipid infiltration in 
hypercholesterolemic mice. 
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RESUMEN 
La deficiencia de LRP5 inhibe la señalización por Wnt y promueve la infiltración de lípidos en 
las aortas de ratones hipercolesterolémicos. 
La participación de LRP5 y la vía de señalización por Wnt en la pared vascular de animales 
dislipémicos no está descrita. En este estudio analizamos la función de LRP5 y la vía de 
señalización por Wnt en ratones Wt y Lrp5-/- alimentados con una dieta hipercolesterolémica 
(HC) para provocar dislipemia.  
Ratones Lrp5-/- presentan una mayor infiltración de lípidos en las aortas que la de los ratones 
Wt, indicando un rol protector para LRP5 en la pared vascular. Tres miembros de la familia de 
LDLR, Lrp1, Vldlr y Lrp6, están sobreexpresados en las aortas de los ratones Lrp5-/-alimentados 
con una dieta HC con respecto a los Wt, indicando que estos receptores contribuyen al 
incremento de la acumulación de lípidos observada en estos ratones. La dieta HC en los ratones 
Lrp5-/- provoca una mayor infiltración de macrófagos en las aortas y un aumento de la 
expresión de citoquinas inflamatorias, sugiriendo que los ratones Lrp5-/- no pueden regular 
apropiadamente la respuesta inflamatoria durante la hipercolesterolemia. La expresión de 
proteínas de la vía de señalización Wnt/β-catenina está disminuida en las aortas de los ratones 
RESULTADOS 
118 
Lrp5-/- HC, indicando que LRP5 regula la activación de la vía canónica de señalización por Wnt 
en la pared vascular.  
Nuestros resultados muestran que la supresión de LRP5 y la vía canónica de señalización por 
Wnt aumentan el perfil dislipémico de ratones Lrp5-/- mediante el aumento de la infiltración de 
lípidos y macrófagos en la pared vascular y de la disminución de la respuesta inflamatoria de los 
leucocitos. 
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RESUMEN 
El colesterol modula la expresión de LRP5 en la pared de los vasos sanguíneos. 
Los macrófagos son muy importantes en la formación y progresión de la lesión aterosclerótica. 
Hemos demostrado que los macrófagos cargados de lípidos tienen la vía canónica de 
señalización por Wnt activada. Para estudiar in vivo la función de la vía canónica de Wnt en la 
aterosclerosis utilizamos ratones deficientes para Lrp5-/- alimentados con una dieta 
hipercolesterolémica (HC) para inducir aterosclerosis. La dieta HC fue suplementada o no con 
fitoesteroles esterificados (PSE) al 2% y administrada durante 8 semanas.  
Los ratones Wt HC presentaron un moderado incremento de los niveles de colesterol non-HDL 
en sangre, desarrollaron lesiones ateroscleróticas y mostraron altos niveles de expresión de 
LRP5 en la aorta. Los ratones Lrp5-/- HC desarrollaron lesiones ateroscleróticas de mayor 
tamaño que las de los ratones Wt, indicando que LRP5 tiene una función protectora en la 
progresión de la aterosclerosis. La administración de PSE reduce los niveles de colesterol en 
suero, elimina la sobreexpresión de LRP5 inducida por la dieta HC y reduce el tamaño de las 
placas ateroscleróticas en la aorta.  
Nuestros resultados demuestran que los efectos proaterogénicos ocasionados por el exceso de 
lípidos en el plasma están mediados en parte por la modulación de LRP5 en la aorta y que LRP5 
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y la vía canónica de señalización por Wnt ejercen un mecanismo de defensa protector en contra 
de la hiperlipemia y la progresión de las lesiones ateroscleróticas. 
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RESUMEN 
Los niveles de LRP5 y colesterol en suero modulan la vía canónica de señalización por Wnt en 
leucocitos de sangre periférica. 
Los procesos inflamatorios se activan tras una invasión o daño con el propósito de recuperar la 
homeostasis celular. Aunque la activación de la señalización Wnt/β-catenina es uno de las 
primeras respuestas moleculares al daño celular, su participación en la inflamación no se ha 
definido. Postulamos que LRP5 y la vía de señalización por Wnt están modulados por 
mecanismos inflamatorios.  
Ratones Wt y Lrp5-/- se alimentaron con una dieta hipercolesterolémica (HC) para provocar 
dislipidemia e inflamación. Las dietas fueron suplementadas con fitoesteroles esterificados 
(PSE) para estimular mecanismos anti-inflamatorios. Los ratones Wt HC presentaron altos 
niveles de colesterol plasmático que se correlacionaron con un incremento en la expresión de 
Lrp5 y de los genes de la vía de señalización por Wnt en leucocitos, mientras que en ratones 
Lrp5-/- la vía canónica se mantenía inactivada. Funcionalmente, la hipercolesterolemia indujo la 
expresión de genes pro-inflamatorios en ratones Lrp5-/-, sugiriendo un rol inhibitorio de la vía 
de señalización por Wnt en la inflamación. La dieta HC suplementada con PSE muestra niveles 
reducidos de colesterol en suero tanto en ratones Wt como en ratones Lrp5-/-. Además, en 
ratones Wt la adición de PSE a la dieta HC incrementa la expresión de genes anti-inflamatorios 
e inhibe la activación de la vía Wnt/β-CATENINA. La expresión hepática de VLDLR, LRP2 y LRP6 
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incrementa tras la dieta HC en los ratones Wt pero no en los Lrp5-/- sugiriendo una función para 
estos receptores en la eliminación de lipoproteínas plasmáticas. Finalmente, demostramos un 
rol anti-aterogénico para LRP5 ya que los ratones Lrp5-/- HC desarrollan lesiones 
ateroscleróricas aorticas de mayor tamaño que los ratones Wt.  
Nuestros resultados muestran un rol anti-inflamatorio y de pro-supervivencia para LRP5 y la vía 
canónica en leucocitos de sangre periférica. 
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La aterosclerosis es la causa subyacente de las enfermedades cardiovasculares (CVD) de origen 
isquémico159. El desarrollo de las lesiones ateroscleróticas está caracterizado por la 
acumulación de LDL modificadas en la pared vascular175. Nuestra hipótesis de partida es que el 
LRP5, que forma parte de la familia de receptores de las LDL, participa en el desarrollo de las 
lesiones ateroscleróticas humanas. Para testarla, en primer lugar analizamos la expresión de 
LRP5 en los 4 tipos celulares presentes en las lesiones: células endoteliales (EC), células 
musculares lisas vasculares (VSMC), monocitos y macrófagos. Encontramos que LRP5 está 
expresado en todos los tipos celulares. Sin embargo, al ser tratadas con LDL agregadas (agLDL), 
una de las modificaciones iniciales de las LDL en la pared vascular, sólo las células inflamatorias 
(monocitos y macrófagos) muestran un incremento significativo de la expresión de LRP5. 
Las agLDL son un potente inductor de la acumulación masiva de ésteres de colesterol (CE) en 
los macrófagos176,177. Inhibimos la expresión de LRP5 en macrófagos humanos tratados con 
agLDL y demostramos la participación de este receptor en la internalización de lípidos. 
Mediante cromatografía de capa fina (TLC) observamos que el silenciamiento de LRP5 
disminuye la internalización de agLDL, evidenciado por la reducción del contenido total de 
lípidos en los macrófagos. Estos resultados sugieren la participación de LRP5 en la acumulación 
de CE en los macrófagos, que es un proceso que tiene lugar durante el desarrollo y progresión 
de la lesión aterosclerótica y es un regulador clave del comportamiento patológico de la 
placa178,179. 
Las agLDL incrementan la expresión de LRP1 en los macrófagos y en las VSMC180,181. Con el fin 
de determinar si la internalización de las agLDL por parte de LRP5 en los macrófagos es 
independiente de LRP1, bloqueamos LRP1 con anticuerpos monoclonales. En este ensayo el 
aumento de la expresión de LRP5 en los macrófagos inducido por las agLDL se mantiene, 
demostrando que LRP1 no interfiere en la inducción de la expresión de LRP5 por las agLDL 
extracelulares. El aumento de la expresión de LRP5 en macrófagos por parte de las agLDL 
provoca la activación de la vía de señalización canónica de Wnt. Tras la incubación con agLDL, 
los macrófagos humanos aumentan la expresión de β-CATENINA y LEF1, dos proteínas de la vía 
de señalización por Wnt. Además, cuatro genes diana de la vía, C-JUN, CICLINA D1, BMP2 y 
OPN, también aumentan su expresión sólo en presencia de LRP5, indicando que la activación de 
la vía canónica de Wnt por las agLDL es dependiente de LRP5 en macrófagos humanos. 
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BMP2 y OPN participan en la progresión de las lesiones ateroscleróticas182–185. BMP2 está 
sobreexpresado en placas ateroscleróticas humanas y participa en la regulación de la 
biosíntesis del colesterol y en la calcificación aterosclerótica182,185. OPN es un potencial 
biomarcador ya que altos niveles de espresión de OPN en placas ateroscleróticas predicen el 
riesgo de padecer una nueva complicación vascular184.La implicación de LRP5 en la 
internalización de las agLDL y el aumento de la expresión génica y proteica de las dianas de la 
vía canónica, OPN y BMP2, indican que LRP5 tiene un papel central en la progresión de la 
aterosclerosis.  
C-JUN y CICLINA-D1, dos proteínas adicionales de la vía canónica de señalización por Wnt que 
aumentan su expresión en los macrófagos humanos después del tratamiento con agLDL, han 
mostrado su participación en la motilidad celular186–188. Todos estos resultados sugieren que 
LRP5 podría estar implicado en la motilidad de los macrófagos asociada a un proceso 
aterosclerótico. Ensayos de motilidad en macrófagos silenciados para LRP5 muestran una 
inhibición de la migración. El mismo ensayo realizado con macrófagos silenciados para LRP1 no 
mostró ningún cambio en la migración con respecto a los macrófagos control, indicando que el 
efecto observado en la motilidad de los macrófagos es específico de LRP5. Estos resultados se 
confirmaron mediante las cámaras Boyden, donde los macrófagos silenciados para LRP5 
mostraron una migración menor que el control y que los macrófagos silenciados para LRP1. 
Evaluamos el efecto de las agLDL en nuestro ensayo de migración celular y observamos que el 
tratamiento con agLDL induce una reducción en la capacidad migratoria de los macrófagos 
humanos independientemente de la condición ensayada (siRandom, siLRP5 o siLRP1). Sin 
embargo, las células tratadas con agLDL y silenciadas para LRP5 muestran una inhibición mayor 
en la migración que la observada sólo con el tratamiento de agLDL. Estos resultados 
demuestran una capacidad migratoria reducida en las células inflamatorias deficientes para 
LRP5. 
La aterosclerosis es una patología muy compleja que no sólo consiste en la acumulación de 
lípidos en la pared vascular, sino que también está influenciada por múltiples procesos que 
incluyen la inflamación, la diferenciación y la proliferación celular de los estirpes celulares 
presentes en la lesión13,31–33,189,190. Por otra parte, la vía de señalización por Wnt controla la 
proliferación, la diferenciación y el destino celular durante el desarrollo embrionario y la 
homeostasis tisular en adultos103. De hecho, se ha descrito la participación de la vía canónica de 
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Wnt en la migración de los monocitos humanos (HM) y en la proliferación de las VSMC191,192, 
pero la contribución específica de cada uno de los componentes de la vía en estos procesos no 
ha sido estudiada. Nosotros postulamos que LRP5 y la vía de señalización por Wnt participan en 
la regulación de la proliferación y la diferenciación en las células monocíticas, células que son 
las principales responsables de la respuesta inflamatoria innata y que participan activamente 
en el proceso aterosclerótico193,194. Para probar nuestra hipótesis modulamos la expresión de 
LRP5 (sobreexpresión/inhibición) en un modelo de células monocíticas humanas (HL60). Así, los 
análisis de la incorporación celular de BrdU indican que la sobreexpresión de LRP5 en las células 
HL60 no diferenciadas induce una disminución de la proliferación. Una posible explicación para 
este hallazgo es la activación de la maquinaria de apoptosis. Se ha demostrado que la vía de 
señalización por Wnt regula la apoptosis en diferentes tipos celulares195. Nuestros estudios de 
apoptosis en células HL60 no diferenciadas que sobreexpresan LRP5 muestran un aumento de 
la apoptosis, mientras que el silenciamiento no tiene ningún efecto, indicando que éste podría 
ser el mecanismo implicado. Estos resultados están respaldados por estudios en ratones Lrp5-/-, 
donde la persistencia de la vascularización fetal ocular en ratones Lrp5-/- es un resultado de la 
ausencia de apoptosis en las células epiteliales inducida por los macrófagos80. 
Para confirmar la activación de la apoptosis al sobreexpresar LRP5, analizamos la expresión de 
varias proteínas apoptóticas. BAX, DUSP6 y G0S2, conocidas por su función pro-apoptótica, 
aumentan su expresión celular al sobreexpresar LRP5. BAX es un miembro de la familia de BCL2 
que interfiere en la función mitocondrial de las células por medio de la formación de poros en 
la membrana exterior de las mitocondrias196. DUSP6 participa en la vía pro-apoptótica ya que su 
infraexpresión provoca la sobreexpresión de ERK (quinasa regulada por señales extracelulares) 
y la supervivencia de las células endoteliales197. Además, la expresión exógena de DUSP6 induce 
la apoptosis de células de cáncer pancreático198. G0S2 es una proteína mitocondrial que 
interactúa específicamente con BCL2 y promueve la apoptosis al impedir la formación de los 
heterodímeros protectores BCL2/BAX199. 
La sobreexpresión de LRP5 provoca una reducción en la expresión de tres proteínas anti-
apoptóticas, BCL2, CDK1 y CD180. BCL2 es una proteína de supervivencia con una función 
esencial en diferentes procesos biológicos200. CDK1 interactúa con CICLINA B1 para formar el 
factor promotor de mitosis, que activa varias vías de supervivencia201,202 y la inhibición del 
complejo CDK1-CICLINA B1 resulta en un incremento de la apoptosis en células tumorales 
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humanas203. La proteína CD180 es trasmisora de una señal de activación que resulta en una 
proliferación celular masiva y en resistencia a la apoptosis204. La activación de la maquinaria de 
apoptosis en las células HL60 con altos niveles de expresión de LRP5 sugiere que este podría ser 
el mecanismo implicado en la disminución de la proliferación observada en estas células. 
A continuación, evaluamos si el efecto negativo de LRP5 en la proliferación celular está 
restringido a células no diferenciadas. Para esto sobreexpresamos/inhibimos LRP5 en dos líneas 
celulares de cáncer humanas con altas tasas de proliferación: PC3 Y U87MG. La modulación de 
LRP5 no tiene ningún efecto en la proliferación de estas células indicando que la inhibición de la 
proliferación por la sobreexpresión de LRP5 está limitada a células no adheridas y no 
diferenciadas. 
Los monocitos son células inflamatorias circulantes, con el potencial de migrar hacia los tejidos 
y diferenciarse a macrófagos o células dendríticas y así, participar en la respuesta inflamatoria 
local. En el caso de la progresión y el desarrollo de la lesión aterosclerótica el influjo de 
monocitos a áreas de la lesión está muy documentado205. Por tanto, analizamos el efecto de la 
modulación de LRP5 en la diferenciación de las células monocíticas. El silenciamiento de LRP5 
en las HL60 provoca un aumento en la diferenciación celular mientras que la sobreexpresión de 
LRP5 induce un descenso en la diferenciación y una reducción en los niveles de expresión de los 
marcadores de adhesión y diferenciación CD11B y CD44. La molécula de adhesión CD11B es un 
marcador de maduración de células HL60 en respuesta a la diferenciación, ya que más del 90% 
de las células expresan CD11B después del tratamiento con PMA206. La molécula de adhesión 
CD44 es una glicoproteína transmembrana de la superficie celular y su principal función es 
mantener la estructura de los órganos y los tejidos por medio de la adhesión matriz-célula y 
célula-célula207. Estos resultados indican una función inhibidora de LRP5 en la diferenciación de 
las HL60 inducida por PMA que puede estar ocasionada por la interacción directa o indirecta de 
LRP5 con las moléculas de adhesión celular. 
Al obtener estos resultados en una línea celular, investigamos si la función de LRP5 es también 
inhibidora sobre la diferenciación de monocitos humanos.  Para ello realizamos cultivos 
primarios de monocitos humanos y los dejamos diferenciarse espontáneamente a macrófagos 
tras 7 días en cultivo. Modulamos la expresión de LRP5 y al igual que en las células HL60, la 
sobreexpresión de LRP5 en los HM provoca una disminución en su diferenciación. Para 
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determinar si el efecto en la diferenciación celular de los HM por parte de LRP5 ocurre a través 
de la modulación de la vía canónica de Wnt, analizamos la expresión de algunos genes diana de 
esta vía. La expresión de LEF1, C-JUN y C-MYC no varía al sobreexpresar LRP5 en los HM, sin 
embargo, aumenta la expresión de β-CATENINA. Este efecto sugiere una regulación inhibidora a 
nivel de β-CATENINA en monocitos humanos, pero sin afectar las proteínas/genes diana finales 
de la vía. Por el contrario, los macrófagos (células adheridas y diferenciadas) sí muestran un 
aumento en la expresión de los genes diana de la vía de señalización por Wnt al sobreexpresar 
LRP5. Es interesante que la sobreexpresión de LRP5 inhibe la diferenciación osteogénica en las 
células madre mesenquimales208 y una represión de la vía canónica se ha descrito en células de 
carcinoma hepatocelular poco diferenciadas209. En conjunto, estos resultados indican una 
activación de la vía canónica al sobreexpresar LRP5 únicamente en las células diferenciadas. 
Investigamos con más detalle los mecanismos que regulan la inhibición de la vía de señalización 
por Wnt en las células no diferenciadas (HL60 y HM) mediante experimentos de 
subfraccionamiento celular. La sobreexpresión de LRP5 mantiene el fenotipo de las células no 
diferenciadas por medio del secuestro de β-CATENINA en la membrana plasmática. Por el 
contrario, cuando las células están diferenciadas, la sobreexpresión de LRP5 induce la 
translocación de β-CATENINA al núcleo e incrementa los niveles de expresión de los genes 
diana de la vía de señalización por Wnt. De hecho, estudios en osteoblastos demuestran que la 
unión de N-CADHERINA con β-CATENINA en la membrana citoplasmática forma un complejo 
con AXINA y el dominio citoplasmático de LRP5 provocando la degradación de β-CATENINA y 
bloqueando la vía canónica de señalización por Wnt210.  
Los resultados obtenidos nos indujeron a considerar que la vía de señalización por Wnt se 
podría activar al sobreexpresar LRP5 en ausencia de sus ligandos. Varios estudios han mostrado 
que en la ausencia de sus ligandos, la sobreexpresión del dominio intracelular de LRP5 con o sin 
su dominio transmembrana, provoca la activación de la vía de señalización por Wnt mediante la 
dimerización citoplasmática del receptor86,211,212. Creemos que este mecanismo es el que 
explica nuestros resultados en células no diferenciadas que presentan una disminución en la 
proliferación y diferenciación celular al sobreexpresar el constructo de LRP5 en ausencia de sus 
ligandos.  
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Tras la caracterización in vitro de la implicación de LRP5 y de la vía canónica de señalización por 
Wnt en los procesos de proliferación, diferenciación, adhesión, motilidad y captación de lípidos 
en las células inflamatorias, nos propusimos estudiar la importancia de este receptor en la 
progresión de la lesión aterosclerótica utilizando un modelo in vivo de ratones deficientes para 
Lrp5 alimentados con una dieta hipercolesterolémica (HC).  
Inicialmente, analizamos los niveles de colesterol en suero de ratones tipo silvestre (Wt) y 
deficientes para Lrp5 (Lrp5-/-) alimentados o no con una dieta HC. En ambos genotipos los 
niveles de colesterol total y colesterol no-HDL en suero aumentan tras la administración de la 
dieta HC. Sin embargo, los niveles de colesterol total en suero de los ratones Lrp5-/- HC son más 
altos que los de los ratones Wt HC, sugiriendo la participación del LRP5 en el desarrollo de la 
dislipemia. De modo similar, un polimorfismo de un solo nucléotido en el gen de LRP5, 
rs3736228, que causa la pérdida de su función, provoca un incremento en los niveles de 
colesterol plasmático en la población China han 67 y es considerado un factor de riesgo 
independiente para la hipercolesterolemia en la población Japonesa masculina65. 
La participación de LRP5 en el metabolismo de las lipoproteínas se ha descrito en ratones 
deficientes para Lrp582. Se observó que ratones  Lrp5-/-  alimentados con una dieta HC 
mostraban una tasa reducida de eliminación de CM residuales, asociados a los altos niveles de 
colesterol plasmáticos82. Postulamos que el incremento de los niveles de colesterol total en 
nuestros ratones Lrp5-/- HC en comparación con los de ratones Wt HC podría ser además debido 
en parte a una eliminación diferencial de LDL en el hígado dependiente de los receptores de 
LDL. Para probar esta hipótesis, analizamos la expresión hepática de otros miembros de la 
familia de receptores de LDL que están caracterizados por su participación en el metabolismo 
de las lipoproteínas, como son LDLR, VLDLR, LRP1, LRP2 y LRP6. Al igual que en otros modelos 
de animales hipercolesterolémicos213,214, la administración de la dieta HC en nuestro modelo de 
ratones deficientes para LRP5 disminuye la expresión hepática de LDLR independientemente 
del genotipo. 
La expresión de LRP2 y LRP6 se ha encontrado reducida en el hígado de ratones Lrp5-/- HC lo 
que nos indica su posible participación en la eliminación de LDL y otras lipoproteínas. LRP2 es 
un receptor de ApoM, una lipoproteína anti-aterogénica presente en las partículas de HDL, CM, 
VLDL y LDL61. LRP6 regula la captación de LDL mediada por LDLR ya que la internalización de 
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LDLR es disminuida en células Lrp6-/-215. VLDLR presenta una expresión diferencial en los 
hígados de ratones Wt y Lrp5-/-. En los ratones Wt, la expresión de VLDLR aumenta tras la 
administración de la dieta HC. Sin embargo, en los ratones Lrp5-/- los niveles de expresión de 
VLDLR permanecen constantes. Éste resultado explicaría el incremento en los niveles de 
colesterol no-HDL (donde se incluyen LDL y VLDL) en los ratones Lrp5-/- HC en comparación con 
los ratones Wt HC. Estos resultados parecen indicar que existe una reducción en la eliminación 
hepática de lipoproteínas en ausencia de LRP5. Se ha reportado que la expresión ectópica de 
VLDLR en el hígado de ratón aumenta la internalización de lipoproteínas216. De hecho, se 
observó que LRP5 es necesario para una adecuada eliminación hepática de lipoproteínas ya que 
30 minutos después de la inyección de CM residuales marcados con fluorescencia en ratones 
Lrp5-/- y Wt alimentados con una dieta HC, el 80% de los CM permanecen en el plasma de los 
ratones Lrp5-/-82. Sin embargo, los autores asumen que esta eliminación retardada de 
quilomicrones es causada solamente por la ausencia de LRP5 y no analizan la expresión de 
otros receptores. En nuestro estudio, hemos descrito que los bajos niveles de expresión de 
VLDLR, LRP2 y LRP6 contribuyen a la reducida eliminación hepática de lipoproteínas en los 
ratones Lrp5-/- HC y en consecuencia, a sus altos niveles de colesterol. 
Al analizar el área cubierta por lípidos en las aortas de los ratones, observamos que los ratones 
Lrp5-/- HC presentan una mayor acumulación de lípidos en la aorta que los ratones Wt HC. Con 
el objetivo de determinar qué receptores de LDL podrían estar participando en la acumulación 
de lípidos observada en la pared arterial de los ratones Lrp5-/- HC, analizamos la expresión 
génica de miembros de la familia de LRP5 para los que se ha descrito participación en la 
progresión de la enfermedad cardiovascular. Así, analizamos la expresión de los genes Ldlr, 
Vldlr, Lrp1, Lrp2, Lrp8 y Cd36 en las aortas de los ratones. Los niveles de expresión de Ldlr, Lrp2 
y Lrp8 eran más bajos en las aortas de los ratones  Lrp5-/- HC indicando que estos receptores no 
contribuyen a la acumulación de lípidos observada en las aortas. La deficiencia de CD36 se ha 
asociado con aterosclerosis severa y con un aumento en la incidencia de enfermedad 
coronaria217, sin embargo, macrófagos derivados de monocitos de personas deficientes para 
CD36 presentan una captación de LDL oxidadas reducida218. Nuestros resultados no apoyan la 
contribución de CD36 al fenotipo rico en lípidos de las aortas de ratones Lrp5-/-, ya que su 
expresión incrementa en los ratones Wt HC pero se reduce en los ratones Lrp5-/- HC. La 
expresión aórtica de Vldlr, un receptor que se une a las VLDL y a los CM residuales, no está 
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modificada por la hipercolesterolemia moderada ni por la deficiencia de Lrp5. Por el contrario, 
Lrp1 esta sobreexpresado en las aortas de los ratones Lrp5-/- HC. Este receptor se encuentra 
sobreexpresado en las VSMC y en macrófagos humanos tras el tratamiento con lípidos 
extracelulares, así como en las placas ateroscleróticas humanas180,219. Además, se han 
encontrado niveles altos de expresión de LRP1 en las aortas de conejos y cerdos después de 
una dieta HC, sugiriendo un papel proaterogénico para la sobreexpresión de LRP1180(p-),220. 
Nuestros resultados también muestran un aumento de la expresión de LRP1 en los ratones Wt 
y Lrp5-/- hipercolesterolémicos. La expresión de LRP6 aumenta en la aorta de los ratones Lrp5-/- 
HC y este incremento se correlaciona positivamente con el área que cubre la lesión aórtica. 
LRP6 se encuentra sobreexpresado en lesiones ateroscleróticas humanas221 y regula la 
captación de LDL por parte de LDLR en células derivadas de ovario de hámster adulto (CHO) a 
través de la formación de un complejo con clatrina, LDLR y la proteína de la hipercolesteromia 
autosómica recesiva (ARH) que permite la internalización de LDLR tras la estimulación con las 
LDL215. Estos resultados sugieren que Lrp1 y Lrp6 contribuyen al incremento de la acumulación 
de lípidos en las aortas de los ratones Lrp5-/- HC, pero son necesarios más estudios sobre las 
interacciones de LRP1-LRP5 y LRP6-LRP5 para poder completar esta vía de regulación. 
Los análisis por inmunohistoquímica (IHC) muestran un mayor número de macrófagos en la 
capa íntima de las aortas de los ratones Lrp5-/- HC en comparación con los Wt, apoyando 
nuestros resultados in vitro donde los monocitos que sobreexpresan LRP5 presentan una 
inhibición de la diferenciación mediante el secuestro de β-CATENINA en la membrana celular. 
Además, se evidencia una infraexpresión de las proteínas β-CATENINA y MMP7, componentes 
de la vía de señalización por Wnt, en los ratones deficientes para Lrp5 confirmando nuestros 
resultados previos que muestran que el silenciamiento de LRP5 en los macrófagos humanos 
impide la activación de la vía de señalización Wnt/β-CATENINA. De esta manera, demostramos 
que los ratones Lrp5-/- HC presentan mayor acumulación de macrófagos en la pared vascular 
probablemente como consecuencia de la falta de activación de la vía canónica de señalización 
por Wnt.  
Los macrófagos activados estimulan la producción y secreción de citoquinas que provocan un 
estímulo crónico pro-inflamatorio27,28,34. Analizamos la expresión de algunas citoquinas pro- y 
anti-inflamatorias  en leucocitos circulantes de los ratones Wt y Lrp5-/- alimentados con una 
dieta HC (estímulo pro-inflamatorio) o con una dieta HC suplementada con fitoesteroles 
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esterificados (PSE, estímulo anti-inflamatorio). Tras la administración de la dieta HC, varios 
genes pro-inflamatorios incrementan su expresión en leucocitos circulantes de los ratones Lrp5-
/- en comparación con los ratones Wt, sugiriendo que los ratones Lrp5-/- no pueden regular 
apropiadamente la respuesta inflamatoria durante la hipercolesterolemia. IL18 induce la 
producción de IFNG en las células Th1 y natural killer (NK)222 y ha sido ampliamente descrita 
como una citoquina pro-inflamatoria de la progresión de la aterosclerosis223. La expresión de 
Il18 es mayor en los ratones Lrp5-/- HC en comparación con los ratones Wt HC, sugiriendo un 
aumento de la respuesta inflamatoria en ausencia de LRP5. 
Il15 está sobreexpresada en leucocitos de sangre periférica de ratones Lrp5-/- HC. Ésta citoquina 
tiene propiedades pro-inflamatorias, es producida por las células endoteliales en respuesta a 
IFNG y estimula la migración de las células T a los sitios de inflamación224. Otros genes pro-
inflamatorios que están sobreexpresados en los ratones Lrp5-/- HC son Fasl y Tnfsf13b, 
miembros de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF). FASL está expresado 
principalmente en las células T activadas, en las células NK, en macrófagos y en las células de 
cáncer e induce la apoptosis provocando daño tisular225; mientras TNFSF13B, también conocido 
como el factor activador de células B (BAFF), es producido y secretado principalmente por las 
células mieloides y su expresión es estimulada por IFNG, IL10 y CD40L durante la inflamación e 
infecciones crónicas226.  
Durante la progresión de la inflamación las células tratan de restablecer sus condiciones 
normales. En nuestro modelo, dos citoquinas anti-inflamatorias se encuentran sobreexpresadas 
en los ratones Lrp5-/- con altas concentraciones de colesterol en suero, Il27 y Flt3l. La citoquina 
IL27 inhibe la muerte de las células T inducida por FasL y reduce la inflamación del sistema 
nervioso central, la secreción de citoquinas inflamatorias y la inflamación de las articulaciones 
en modelos de ratón con esclerosis múltiple y artritis reumatoide227,228. La señalización de FLT3L 
es crucial en el desarrollo temprano de los linfocitos progenitores y es el principal factor de 
diferenciación para las células dendríticas229,230.  
La adición de los PSE a la dieta HC, induce la expresión génica de varias citoquinas anti-
inflamatorias en leucocitos de los ratones Wt. Además de Flt3l e Il27, las citoquinas Tnfsf10 y 
Tnfsf13 también están sobreexpresadas en ratones Wt alimentados con la dieta HC 
suplementada con PSE. Tnfsf10 y Tnfsf13 pertenecen a la familia de TNF, conocida por sus 
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funciones inductoras de apoptosis y pro-fibrosis231. Sin embargo, algunos de sus miembros 
pueden inducir funciones anti-inflamatorias, anti-apoptóticas y de supervivencia. TNFSF10 
induce la proliferación y supervivencia de las células endoteliales vasculares humanas y reduce 
la adhesión entre leucocitos y células endoteliales232,233. Además, TNFSF10 reduce los niveles de 
glucosa en ayunas y de citoquinas pro-inflamatorias mejorando la diabetes mellitus tipo 2 en un 
modelo de ratones hipercolesterolemicos234. Ratones deficientes para TNFSF13 presentan un 
incremento en la proliferación de células T, una elevada producción de citoquinas Th2 y una 
susceptibilidad reducida a la artritis235. La adición de los PSE a la dieta también reduce los 
niveles de expresión de Tnfsf9, una citoquina pro-inflamatoria que estimula la activación y 
supervivencia de las células T236. El aumento en la expresión de citoquinas anti-inflamatorias 
tras el consumo de los PSE en los ratones Wt demuestra su efecto benéfico en la resolución de 
la inflamación durante la hipercolesterolemia. 
Con el objetivo de determinar los mecanismos por los cuales la ausencia de LRP5 participa en la 
respuesta inflamatoria analizamos la expresión de varios genes diana de la vía canónica de 
señalización por Wnt en leucocitos de ratones Wt y Lrp5-/-. Observamos que la expresión de 
Lrp5, β-catenina, Lef1, Bmp2 y Opn, aumenta en los ratones Wt HC confirmando nuestros 
resultados previos in vitro que demuestran la activación de la vía canónica en presencia de altos 
niveles de lípidos en cultivos de macrófagos humanos. Además, análisis de regresión 
demuestran que los niveles altos de colesterol en suero se correlacionan positivamente con 
mayores niveles de expresión de los genes de la vía de señalización por Wnt. Por el contrario, la 
expresión de los genes de la vía de señalización por Wnt en leucocitos de ratones Lrp5-/- HC no 
aumenta a pesar de presentar mayores niveles de colesterol en suero que los ratones Wt. 
Estudios de subfraccionamiento celular en monocitos humanos evidencian una reducción en la 
cantidad de β-CATENINA translocada al núcleo en ausencia de LRP5, indicando una disminución 
de la señalización de la vía canónica. Estos resultados apoyan una función anti-inflamatoria y de 
supervivencia para LRP5 y la vía de señalización por Wnt en leucocitos circulantes de los 
ratones Wt. 
A continuación analizamos la expresión de los genes de la vía de señalización por Wnt en los 
ratones alimentados con la dieta HC suplementada con PSE. Los niveles de expresión de Lrp5, β-
catenina, Lef1, Bmp2 y Opn disminuyen significativamente al añadir PSE a la dieta HC en los 
ratones Wt. Probablemente, el mecanismo por el cual los PSE disminuyen la activación de la vía 
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canónica es dependiente de los niveles de colesterol. Los PSE han sido descritos por su 
habilidad para disminuir los niveles de colesterol reduciendo su absorción en el duodeno y 
yeyuno por medio de su integración en las micelas lipídicas con mayor afinidad que el 
colesterol237. Otro mecanismo por el cual los PSE pueden disminuir la concentración del 
colesterol plasmático implica la reducción de la absorción intestinal del colesterol a través de la 
regulación de dos receptores transportadores con dominio de unión al ATP, ABCG5 y ABCG8, 
mediante la activación del receptor nuclear LXR146,147. En nuestro modelo, la expresión en el 
yeyuno de estos dos transportadores incrementa en ambos genotipos por igual tras la dieta HC 
independientemente de la administración de los PSE, indicando que este mecanismo no es el 
responsable del incremento del colesterol en suero observado en los ratones Lrp5-/- HC. 
Por último, nos propusimos demostrar la modulación de LRP5 por parte de los lípidos 
extracelulares in vivo y estudiar el contenido lipídico de las lesiones aórticas presentes en los 
ratones deficientes para Lrp5. Nuestra hipótesis es que la modulación de los niveles de 
colesterol en suero puede regular la expresión aórtica de LRP5. Las placas ateroscleróticas 
están formadas por ácidos grasos libres, colesterol y lípidos neutros que incluyen los 
acilglicéridos y los ésteres de colesterol (CE)238. Ya que el incremento de algunos lípidos neutros 
está asociado con la progresión de la aterosclerosis239–241, analizamos el contenido de 
acilglicéridos y CE en las aortas de los ratones mediante cromatografía en capa fina. 
Encontramos un incremento del contenido de CE en los ratones Wt tras ser alimentados con la 
dieta HC que está correlacionado con un incremento en la expresión aórtica de Lrp5, apoyando 
nuestros estudios previos donde las agLDL aumentan la expresión de LRP5 en macrófagos 
humanos en cultivo.  
La acumulación de acilglicéridos también aumenta en los ratones Lrp5-/- y Wt tras ser 
alimentados con la dieta HC. La acumulación de triacilglicéridos (TAG) en la pared vascular es 
realizada por los macrófagos242. Los mecanismos implicados en esta acumulación incluyen el 
aumento en la captación de glucosa y su incorporación en los lípidos, el aumento en la síntesis 
de TAG y el descenso en la lipólisis de TAG242. Estudios previos han demostrado que los ratones 
Lrp5-/- tienen una insuficiencia en la eliminación de TAG del plasma sugiriendo que LRP5 modula 
su eliminación al estimular la hidrólisis de TAG82. Se ha descrito que macrófagos estimulados 
con lipopolisacáridos (LPS) almacenan más TAG y CE242–244 y que la cantidad de lipoproteínas 
ricas en TAG aumenta durante la inflamación245. Por esto, un incremento en la acumulación de 
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TAG en las aortas de los ratones Lrp5-/- puede ser consecuencia de una respuesta inflamatoria 
incrementada apoyando una función anti-inflamatoria para la vía de señalización canónica por 
Wnt115,118,119,246. 
Una reducción en los niveles de TAG en suero tras el consumo de PSE se ha descrito en los 
ratones C57Bl6 alimentados con una dieta HC134, en personas sanas247 y en pacientes con 
síndrome metabólico248. Hemos observado un incremento en los niveles de TAG en suero y un 
aumento en la expresión hepática de VLDLR en los ratones Wt HC. Tras la suplementación de la 
dieta HC con PSE, los niveles de TAG en suero disminuyen y los niveles de expresión hepática de 
VLDLR vuelven a los observados en normocolesterolemia. Sin embargo, no se observa ningún 
cambio en la concentración de TAG en suero ni en los niveles de la expresión hepática de VLDLR 
en los ratones Lrp5-/- HC sugiriendo que LRP5 es necesario para modular los niveles de TAG en 
suero a través de la interacción con VLDLR en el hígado. 
El consumo de PSE disminuye los niveles de lípidos en suero modulando la expresión de Lrp5 y 
el contenido de CE en las lesiones ateroscleróticas. De hecho, observamos una reducción en los 
niveles de colesterol total en suero y en el área de las lesiones en la aorta tras la administración 
de la dieta HC suplementada con PSE. La habilidad de los PSE para reducir lesiones 
ateroscleróticas se ha descrito en los ratones Apoe-/- alimentados con una dieta HC 
suplementada con fitoesteroles al 2%, los cuales presentan lesiones tempranas con células 
espumosas superficiales a diferencia de las lesiones avanzadas encontradas en los ratones 
Apoe-/- HC148. De modo similar, el área de células espumosas en el arco aórtico de hámsteres 
alimentados con una dieta proaterogénica suplementada con PSE es menor que en los 
hámsteres control149. Estudios en ratones Ldlr+/- también sugieren que los PSE no son 
aterogénicos ya que la adición de los PSE a la dieta HC inhibe la progresión de las lesiones 
ateroscleróticas existentes150. Así, nuestros resultados respaldan un efecto benéfico del 
consumo de PSE en la progresión de la aterosclerosis y demuestran la modulación de la 
expresión aórtica de LPR5 por parte de los niveles de colesterol en suero.  
Los niveles de expresión aórtica de Lrp5 aumentan en los ratones Wt HC con grandes lesiones 
ateroscleróticas y disminuye tras el consumo de PSE en ratones con lesiones ateroscleróticas de 
menor tamaño. Además, existe una correlación positiva entre el tamaño del área cubierta por 
lípidos y la expresión génica de Lrp5 en la aorta de ratones Wt HC que no se observa en los 
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ratones Lrp5-/-. Tras el consumo de los PSE, se observa una correlación entre los niveles de 
colesterol no-HDL y las lesiones aórticas de los ratones Wt, y la correlación entre los niveles de 
colesterol no-HDL y los niveles de expresión de Lrp5 en la aorta de los ratones Wt observada 
con la dieta HC continua siendo significativa. Estos resultados sugieren que la expresión de Lrp5 
en la pared vascular esta modulada por los niveles de lípidos en plasma.  
En resumen, este trabajo describe la implicación de LRP5 en diferentes procesos celulares 
claves durante la formación de la lesión, como son la infiltración y diferenciación de las células 
monocíticas, la adhesión y migración celular y la captación de lípidos. Además, demostramos 
que la ausencia de este receptor durante la hipercolesterolemia ocasiona una deficiencia en la 
respuesta inflamatoria y en el metabolismo de las lipoproteínas a nivel sistémico. En conjunto, 
nuestros resultados demuestran la participación de LRP5 en el desarrollo de la lesión 
aterosclerótica y evidencian un papel ateroprotector y de supervivencia para LRP5 y la vía 
canónica de señalización por Wnt. 
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 Los macrófagos deficientes para LRP5 presentan una menor acumulación intracelular de 
lípidos y una capacidad migratoria reducida. 
 La sobreexpresión de LRP5 en monocitos activa la maquinaria de apoptosis y disminuye su 
capacidad de proliferación y diferenciación a macrófagos debido al secuestro de β-CATENINA 
en la membrana celular. 
 Un incremento de los lípidos extracelulares provoca un incremento en la expresión celular 
de LRP5 y la activación de la vía canónica de señalización por Wnt en cultivos primarios de 
macrófagos humanos y en la aorta de ratones alimentados con una dieta HC. 
 Ratones deficientes para Lrp5 alimentados con una dieta HC presentan mayores niveles de 
colesterol en plasma, mayor acumulación de lípidos en las aortas y mayor expresión de 
proteínas pro-inflamatorias en leucocitos circulantes en comparación con los ratones WT HC, 
sugiriendo un rol anti-inflamatorio y protector para LRP5 durante la progresión de la lesión 
aterosclerótica. 
 La deficiencia de Lrp5 impide la activación de la vía canónica de señalización por Wnt en 
respuesta a la dieta HC, ocasionando el aumento de la infiltración de lípidos y monocitos en 
la pared vascular e incrementando la inflamación sistémica. 
 LRP5 y la vía de señalización por Wnt tienen un papel anti-inflamatorio durante la progresión 
de la lesión aterosclerótica ya que ratones Wt con elevados niveles de colesterol en sangre 
presentan una mayor expresión de LRP5 y proteínas de la vía de señalización por Wnt en 
leucocitos circulantes y una menor expresión de citoquinas inflamatorias en comparación 
con los ratones Lrp5-/- HC. 
 La adición de los PSE a la dieta HC disminuye la formación de lesiones ateroscleróticas 
mediante la reducción de los niveles de colesterol en suero, la reducción de CE en las aortas 
de los ratones y la secreción en sangre de citoquinas anti-inflamatorias. 
 LRP5 y la vía canónica de señalización por Wnt son protectores contra el desarrollo de 
lesiones ateroscleróticas. 
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